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INTRODUCCION
La preocupación por el envejecimiento de la población es muy importante en
los países occidentales, corno se desprende del hecho de que diversas entidades y
organismos de ámbito internacional estén desarrollando un importante esfuerzo en
el estudio de los mecanismos implicados en este proceso. Concretamente, el estudio
del área cardiovascular, responsable de más deI 50 % de la morbilidad en los
ancianos ha sido reconocido como uno de los temas prioritarios de investigación.
Dentro de las alteraciones del sistema cardiovascular, la patología hipertensiva que
incide de manera importante en estos pacientes, reviste particular importancia,
teniendo en cuenta además, que su etiología y mecanismos fisiopatológicos siguen
siendo básicamente desconocidos (Lau y Eby, 1985; Birkenhager y col., 1988).
Existen numerosos mecanismos implicados en el desarrollo y mantenimiento
de la hipertensión, así como su relación con la edad. En los últimos años, se ha
prestado especial atención al estudio de los mecanismos que modulan el tono
vascular local, cuyo papel fisiológico en la regulación del flujo sanguíneo en los
diferentes órganos adquiere una importancia creciente. En este sentido, es conocido
que el endotelio juega un papel crucial en el control del tono vascular a través de
la liberación de factores vasodilatadores y/o vasoconstrictores (Marín y Sánchez-
Ferrer, 1990; Sánchez-Ferrer y Marín, 1990). Asimismo, se ha demostrado la
existencia de cambios vasculares producidos por la edad y la hipertensión que
alteran el endotelio y el músculo liso que pueden ser la base de la alteración de las
respuestas vasomotoras.
Por otra parte, hay que reseñar que para que se origine el proceso de
contracción del músculo liso vascular es necesario que aumenten las concentraciones
de Ca2~ libre intracelular (Cauvin y col., 1983; Epstein y col., 1985; Ebaslii y
Ogawa, 1988; Nayler, 1988). El calcio utilizado vor los agentes vasomotores para
producir este proceso puede provenir del medio extracelular y/o del intracelular. En
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la actualidad, se dispone de fármacos capaces de interferir con la entrada de Ca2~
a la célula, bien bloqueándola con los ya clásicos antagonistas de Cat’j como la
nifedipina, o activándola con los fármacos denominados “agonistas de Ca2 ~“ corno
el BAY K 8644 (Schramm y col., 1983). La utilización de estos fármacos constituye
un instrumento de investigación muy útil para estudiar todos aquellos procesos
fisiológicos dependientes de Ca2~. Además, los antagonistas de Ca24 constituyen
herramientas terapéuticas muy utilizadas en el tratamiento de alteraciones
cardiovasculares como la hipertensión, especialmente en ancianos (Wenger, 1988;
Wei y col. 1989; Calvo-Gómez y col., 1992).
Este trabajo ha tenido como objetivo estudiar la influencia de la hipertensión,
la edad y el endotelio sobre las respuestas vasculares a los moduladores de la
entrada de Ca2~, nifedipina y BAY K 8644. Por consiguiente, en esta Introducción
se realizará una revisión del estado actual de los conocimientos sobre:
10) Los mecanismos implicados en la contracción vascular
20) Papel del Ca2~ en la contracción vascular
30) Modulación de los movimientos de Ca2~
40) Papel del endotelio en las respuestas vasculares
50) Fisiopatología de la hipertensión
60) Cambios cardiovasculares asociados con la edad
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1.- MECANISMOS IMPLICADOS EN LA CONTRACCIÓN DEL
MÚSCULO LISO
Cuando se produce un aumento en la concentración de Ca2~ libre intracelular,
[Ca2tJ por entrada del mismo a través de los canales de la membrana plasmática
o por salida de los orgánulos intracelulares (retículo sarcoplásmico y mitocondria),
se ponen en funcionamiento una serie de procesos fisiológicos que conducen a la
contracción del músculo liso vascular.
El músculo liso posee un aparato contráctil constituido básicamente por dos
proteínas, actina y miosina de estructura filamentosa como se ha demostrado por
estudios de microscopia electrónica y difracción de rayos X (Lowy y col., 1970;
Shoenbergz y Haselgrove, 1974). En un corte transverso de músculo liso vascular,
se puede observar la existencia de un filamento delgado constituido por actina y
tropomiosina y otro grueso formado por miosina (Somlyo, 1980; Somlyo, 1985;
Chalovich, 1993).
La actina es una proteína contráctil globular de cadena única y peso
molecular 42 kDa dispuesta en forma helicoidal en dos filamentos alrededor de la
tropomiosina. La miosina es una proteína hexamérica formado por dos subunidades
de alto Peso molecular (cadenas pesadas) y cuatro subunidades de bajo Peso
molecular (cadenas ligeras). Las cadenas pesadas forman una cola en espiral con dos
regiones protuberantes o “cabezas” que contienen las zonas de unión con la actina
(Adelstein y Hathaway, 1979; Somlyo, 1980; Somlyo, 1985).
Para que se desencadene todo el proceso fisiológico de la contracción, el
Ca2t necesita unirse a una proteína citoplasmática denominada calmodulina (CMD).
La CMD es considerada como el mediador más importante en los procesos
dependientes de Ca2t. Está formada por una cadena única de aminoácidos, que es
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resistente a pH ácido y termoestable (Winkler y col., 1987; Ping Lu y Means, 1993).
Esta CMD presenta cuatro sitios de unión para el Ca2~, siendo su afinidad
por este catión dependiente de la concentración intracelular del mismo. Así, cuando
se produce un aumento de LCa2t~,] de aproximadamente l0~ M, ya sea por apertura
de los canales correspondientes y entrada desde el exterior, por liberación de los
orgánulos intracelulares o por combinación de ambas, se produce un acoplamiento
del ión Ca2~ a la CMD en los sitios de unión. De los cuatro sitios de unión a la
CMD, dos están unidos permanentemente al ión y el tercero y posiblemente el
cuarto, probablemente sean los encargados de captar la nueva entrada de iones Ca2t
(Means y col., 1991).
Este complejo Ca2t-CMD, se une a la unidad catalítica de la enzima miosina
cinasa de cadena ligera, formando un complejo (Ca2t-CM-MLCK) holoenzimático
activo que cataliza la transferencia de grupos fosfato del complejo Mg2t-ATP a la
cadena ligera (SutIl y col.,1982; Harstorne, 1987; Ikebe y Reardon, 1989; Means
y col., 1991; Schulman y Hanson, 1993). Este proceso estimula las interacciones
actina-miosina.
Cuando el nivel de Ca2~ intracelular es menor de 10~ M, aparece la
relajación como consecuencia de la desactivación del complejo Ca2~-CM-MLCK
(Winquist y col., 1984), inactivándose la miosina por medio de la desfosforilación
originada por fosfatasas (Pato y Aldestein, 1980; Jmari y col.,1986; England, 1986;
Rasmussen, 1986; Marín, 1988; DeLanerolle y Paul., 1991)(Fig.1).
La [Ca2~~~
1]se reduce por cualquiera de los mecanismos siguientes: 1 0)
Aumento del secuestro de Ca
2~ por los orgánulos celulares de depósito. 2~)
Disminución del flujo de entrada de Ca2t al interior celular. 30) Aumento de la
salida de Ca2t al exterior celular (Morgan y Morgan, 1984; imari y col.,1986;
Silver, 1986; Marín, 1988; Raeymaekers y col., 1990). Así, se ha comprobado que
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los estímulos originados por agonistas {3-adrenérgicos dan lugar a tina activación de
la adenilatociclasa con la consiguiente formación de AMPc. Este nucleótido cíclico
origina la fosforilación de la cinasa de la miosina de cadena ligera (MLCK), dando
lugar a una marcada inhibición enziluática, disminuyendo hasta 20 veces la afinidad
de la MLCK fosforilada por el complejo Ca2~-CMD (Conti y Adelstein, 1981)
produciendo relajación. Por otro lado, la proteincinasa dependiente de AMPc,
estimula la ATPasa Na~/ K~ -dependiente de la membrana, lo que da lugar a una
facilitación de la entrada de Kt y de la salida de Na~ del músculo liso, activándose
a su vez la entrada de Na~ y salida de Ca2~ intracelular por medio del intercambio
2+Na~/ Ca
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4 Ca2 ~CaJmoduJina(Ch) ~r~~~Ca4 CFI
rl[CK—P ~ [1LCK
( inactiva)
R, AtIPc +
t
R2C, + AMPc
Activación de la
adenilato ciclasa t
AT. p
Activación de
receptores p
Fig.1.- Mecanismos intracelulares implicados en la contracción del músculo
liso. Cuatro iones Ca
2~ presentes en el espacio intracelular se unen a la calmodulina
(CM), activandose la miosincrnasa de cadena ligera (MLCK), que fosforila a la
miosina de cadena ligera (MLC), interaccionando ésta con la actina para originar
el proceso fisiológico de la contracción. Las fosfatasas, al actuar por desfosforilación
de la molécula de miosina de cadena ligera (MLC) causan relajación. Cuando los
agonistas ¡3 adrenérgicos se unen a su receptor, se produce la activación del enzima
adenilatociclasa que aumenta los niveles de AMPc. El AMPe activa una
proteincinasa que fosforila la miosincinasa de cadena ligera (MLCK), reduciendo
su afinidad por el complejo Ca2~-CM apareciendo relajación.
CM-MLCK activa
IILC
(relajación) ritc-p(contracción)
fnsfat usas
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2.- PAPEL DEL Ca2~ EN LA CONTRACCION VASCULAR
El Ca2~ es considerado corno el mensajero iónico del proceso contráctil del
músculo liso vascular, en la actualidad es considerado como el segundo mensajero
más extendido. Transporta señales recibidas desde la superficie de la célula al
interior de la misma. Se ha comprobado que la concentración intracelular de Ca2~
es aproximadamente 0,1 gM, es decir unas 10.000 veces menor que la extracelular,
que es de 1 mM. Cuando las células son estimuladas, la concentración, puede
incrementarse hasta 10 gM (Bolton, 1979; Rasmussen, 1986; Marín, 1988;
Missiaen, 1992).
Las células tienen una batería de mecanismos por medio de los cuales regulan
los niveles intracelulares de Ca2~. Para ello, controlan el movimiento de iones Ca2~
a través de la membrana plasmática (Saida y Van Breemen, 1983; Daniel, 985;
Wuytack y Raeymaekers, 1992), la mitocondria (Brand, 1988; Gunter y Pfeiffer,
1990) y membrana del retículo sarcoplásmico (Somlyo y col. ,1971; Chen y Van
Breemen, 1992). Aunque la concentración de Ca2~ en el interior de la membrana
plasmática permanezca constante, el flujo a través de la misma puede variar
significativamente.
2.1.- Mecanismos que median la entrada de Ca2~ del espacio extracelular
La magnitud de los movimientos de Ca2~ en la células, durante su activación,
ha sido determinada por medidas del flujo de Ca2~. Hay distintos mecanismos que
median este flujo. De todos ellos hay que destacar la entrada de Ca2~ desde el
espacio extracelular a través de los correspondientes canales de Ca2~ presentes en
la membrana de las células.
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En la actualidad se conocen cuatro canales de Ca2’: tres de ellos definidos
como canales excitables y un cuarto canal pasivo o de goteo”. Dentro de los
canales excitables, los más importantes son los activados por despolarización de la
membrana o canales voltaje-dependientes (CVD) y los activados corno consecuencia
de la interacción de un agonista con su receptor o canales dependientes de receptores
(CDR) (Hurwitz, 1986). Algunos autores han demostrado Ja existencia de un tercer
canal de Ca2~ excitable, activado cuando se produce un proceso de distensión
mecánica (Kirber y col., 1987).
2.1.1.-Canales voltaje-dependientes (CVD
)
Los canales voltaje-dependientes (CVD) han sido descritos en una gran
variedad de preparaciones de músculo liso vascular incluyendo: venas porta (Loirand
y col., 1986, 1991) y azigos de rata (Hermsrneyer, 1991), vena safena de perro
(Yatari y col., 1987; Takata y col., 1992), en células de aorta de rata, perro y
humanas (Friedman y col.,1986; Abkarali y coL., 1992; Gelband y Hume, 1992),
arteria mesentérica de rata (Bean y col. ,1986), aorta y basilar de cobaya (Caffrey
y col.,1986; Simard, 1991), aorta de rata (Toro y Stefani.,1987), arteria de la oreja
y cerebrales de conejo (Benham y col.,1987; Worley y col.,1991).
El canal de Ca2~, al igual que otros canales iónicos, es una estructura
macromolecular glicoproteica que se encuentra en todas las membranas excitables.
Está constituido por una zona central formada por un poro acuoso que, junto con el
filtro selectivo que se encuentra en la parte externa, controlan los iones que pasan
del espacio extracelular (Glossmann y Ferry, 1983; Janis y Triggle, 1984; Stanfield,
1986).
Estos CVD presentan las siguientes características: 1~) La señal de la
membrana originada en estos canales depende del Ca2~ extracelular. 2~) Son
independientes de la concentración de Na~ externa. 30) Son insensibles a la
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tetradotoxina. 4’>) Los iones Ca2~ pueden ser reemplazados por Ba2~ y S¿’~. 50) Son
inhibidos por los cationes Mn2~, Co2~, Cd2~, La< Ni2~ y por los antagonistas de
Ca2~ orgánicos.
La inactivación de los canales de Ca2~ no sólo depende de la entrada de Ca2~
(Stanfield, 1986), sino también del potencial de membrana (Lee y col., 1985; Ruff,
1986). A lo largo de una despolarización, los canales de Ca- no permanecen
siempre abiertos, sino que pueden estar en transición entre tres estados: abierto,
reposo e inactivado.
Se han descrito tres estados modales de apertura de los canales de Ca2~:
modo 1, el canal está en un estado transitorio entre la forma abierta y cerrada,
modo 2, el canal está abierto por prolongados períodos de tiempo, interrumpidos
por cierres breves y modo O, donde el canal permanece cerrado. La acción de las
dihidropiridinas (potentes antagonistas de Ca2~) ha sido explicada en base a sus
efectos sobre estos distintos estados del canal de Ca2~ (Hess y col., 1984; Spedding
y Paoletti, 1992).
Mediante la utilización de técnicas electrofisiológicas de “patch-clamp”, que
permiten medir la corriente que atraviesa un único canal, se ha llegado a la
conclusión de la existencia de más de un canal de Ca2~ voltaje-dependiente (Pelzer
y col., 1990, Spedding y Paoletti, 1992). Estos CVD pueden ser diferenciados por
su comportamiento cinético, dependencia del voltaje, conductancia, selectividad y
sensibilidad a antagonistas orgánicos e inorgánicos del Ca2~. Han sido aceptados al
menos dos clases de canales de Ca2~: unos activados a bajo voltaje y otros activados
a alto voltaje. Los de bajo voltaje, también han sido denominados canales T. Los
canales de Ca2~ activados a alto voltaje han sido divididos a su vez en tres tipos: L,
NyP.
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- Canal L. Su nombre se debe al término “long lasting”. Sus características
frieron descritas primero por Nowycky y col. (¡985) en ganglio dorsal de poíío.
Posteriormente, se han identificado en músculo liso vascular (Hégestatt y Anderson,
1984; Sims, ¡992), mt[ísculo cardíaco (Hagiwara, 1988; Schreibmayer y col., [992)
y neuronas (Spedding, 1987; Regehr y col., 1989; Westenbroek y col., 1990;
McCarthy y Tanpiengco, 1992).
La estructura del canal tipo L ha sido ampliamente estudiada en músculo
esquelético (Tanabe y col., 1987). Como se observa en la figura 2, está constituido
por cinco subunidades polipeptídicas con distinto Peso molecular: subunidad a1 (175
kDa), que fonna el canal iónico y contiene un sitio de unión para las
dihidropiridinas y fenilalquilaminas (Ellis, 1988); subunidad a0 (143 kDa), asociada
a la subunidad a1 y tres subunidades de bajo Peso molecular: ¡3(54 kDa), y (30
kDa) y 6 (27 kDa) (Takashashi, 1987 a,b; Catterall, 1988; Campbell y col., 1988;
Spedding y Paoletti, 1992).
Este canal presenta una conductancia de 25 pS. Su umbral de activación es
de -10 mV. La inactivación del canal es muy lenta, con un rango de activación
comprendido entre -60 mV y -10 mV.
Se ha descrito la existencia de un modulador endógeno en el cerebro que
interacciona con el receptor dihidropiridínico del canal de Ca
2~ tipo L, pudiendo
modular el estado de activación del canal de C&~ (Bertolino y Llinás, 1992).
- Canal T. Este canal debe su nombre a la expresión “transient” y ha sido
fundamentalmente aislado en neuronas (Fox y Nowycky, 1987 a,b), donde es
responsable de la actividad oscilatoria neuronal. También se ha descrito en músculo
liso (Bean y col., 1986; Benham y col., 1987). Los canales de Ca2~ tipo T sólo
requieren una débil despolarización para su activación, se activan aproximadamente
a potenciales de -70 mV, siendo su inactivación muy rápida con un rango entre -100
- 10
mV y -60 mV. Presenta una conductancia de 8 pS. La estnictura de este canal aún
no ha sido determinada.
Es un canal relativamente insensible a los antagonistas de Ca2~ de naturaleza
dihidropiridínica, mientras que es inhibido por la acción del aniiloride, compuesto
con características diuréticas que bloquca los intercambios de transmembrana Na~/
y Na~/ Ca2~ (Tang y Morad, 1988).
- Canal N. Inicialmente se denominó así por ser no L no T. Ha sido aislado
en terminaciones nerviosas, y juega un papel importante en algunas formas de
liberación de neurotransmisores (Fox y col., 1987 a,b). También se ha descrito en
células musculares lisas de íleon de rata (Mogul y Fox, 1991; Smirnov y col.,
1992). Este canal es insensible a dihidropiridinas y es bloqueado por w-conotoxina
Qn-Cg Tx), péptido aislado de un caracol marino, Conus geographicus.
- Canal P. Este canal se ha descrito en células del sistema nervioso y se
denomina así porque en un principio fueron descritos en células de Purkinje (Tank
y col., 1988; Llinás y col., 1989a,b; Mintz y col., 1992). Este canal presenta una
conductancia de 10 a 15 pS, se bloquea por FTX (toxina producida por una araña),
Cd3~, Co3~, pero no es inhibido por sustancias de naturaleza dihidropiridínica o w-
Cg Tx. Estos canales han sido descritos en otras regiones como retina (Sullivan y
Lasater, 1990) e hipófisis (Obaid y col., 1990).
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CANAL DE Ca2’
2+Ca
Fig. 2.- Organización de las subunidades que constituyen el canal de Ca2~
tipo L (Bertolino, 1992).
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2.1.2.- Canales deoendiente.s de receptores (CDR
)
Boiton (J979) definió un segundo tipo de canal de Ca2~, el cual se abre tras
el acoplamiento del agonista con su receptor. La entrada de Ca- a través de esos
canales desencadena tina serie de procesos celulares que dan como resultado final
la contracción del músculo liso. Este canal recibió el nombre de canal dependiente
de receptores (CDR). Se ha propuesto que estos CDR son distintos de los CVD
(Meisheri y col. 1981; Khalil, 1987). El hecho de que la unión de un agonista a su
receptor dé lugar a la entrada de Ca2~ al medio celular, hace suponer la existencia
de mensajeros intracelulares secundarios que modulan los canales de Ca2~.
Actualmente se duda de si estos canales tienen entidad propia o son los mismos que
los CVD (Nelson y col., 1990; Pacaud y col., 1991). Las razones para ello son: 10)
Los agonistas de receptores en muchas ocasiones producen despolarizaciones de las
células (Nelson y col. 1990). 20) Los agonistas pueden abrir directamente los CVD
(Benhan y Tsien, 1987a; Nelson y col., 1990; Pacaud y col., 1991) incluso en
ausencia de despolarización. 30) Los CDR no han podido ser aislados ni
identificados con técnicas de patch-clamp.
Por otra parte, la activación de diferentes receptores acoplados a proteínas
G, estimulan la formación de fosfoinositoles, que al actuar sobre receptores
específicos del retículo sarcoplásmico, fundamentalmente el IP
3, inositol trifosfato
son capaces de liberar Ca
2~ de dicho depósito intracelular, el cual contribuye de
forma importante a la respuesta contráctil de un determinado agonista (Abdel-Latif,
1986; Rasmussen, 1986; Chiu y col., 1987; Neylon y Summers, 1987; Marín, 1988;
Akbar y col., 1989, Nishimura y col., 1989; Berridge, 1992). Este proceso se
describirá posteriormente con mas detalle.
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2.1.3.- Canales de Ca24 activados por distensión mecánica
Se ha comprobado que tín aumento en la presión intravascular o distensión
del vaso puede producir un aumento mantenido del tono del músculo liso que
depende del Ca2~ extracelular (Bohr y Webb, 1988). Recientemente se ha verificado
que esta distensión puede estimular la entrada de 45Ca2~ (Laher y col., 1988) a
través de canales qtíe pueden abrirse por cationes no específicos (Kirber y col.,
1987). Bevan y col. (1986) han indicado que la entrada de Ca24 por distensión
vascular se produce por unos canales diferentes de los CDR o CVD. Esta diferencia
se basa en que presentan distinta sensibilidad a los antagonistas de Ca24, llegando
a ser sensibles al diltiazem e insensibles a dihidropiridinas.
No está aún claro, el mecanismo a partir del cual se origina la activación de
dichos canales, aunque algunos estudios indican que el endotelio posee un papel
intermediario en este proceso (Katusic y col., 1986; Harder, 1987).
2.1.4.- Entrada pasiva de Ca24
No se conoce muy bien como se produce la entrada de Ca24 en la célula en
condiciones basales. Se ha sugerido la participación de lugares cargados
negativamente, formando parte de ellos grupos fosfato y carboxilo. Este canal se
define como un camino de entrada de Ca24 en ausencia de estimulación del músculo
liso vascular por despolarización, agonistas o distensión mecánica. Se ha
comprobado que origina movimientos de Ca24, que no requieren una apertura
periódica de los canales específicos. El canal de “goteo” se inhibe por un aumento
en la concentración de hidrogeniones (Van Breemen y col., 1972) y cationes
polivalentes como el La34 y Co2~ originando un bloqueo del canal del 66%.
La entrada de Ca24 a través de este canal está constantemente compensada
por el secuestro de Ca24 por parte del retículo sarcoplásmico y salida de Ca24 al
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espacio extracelular.
2.2.- Mecanismos que median la liberación de Ca2’ de depósitos
intracelulares
2.2.1.- Retículo sarcoplásmico
La liberación de Ca24 de organelas intracelulares ha sido evaluada por
distintas técnicas experimentales que miden la contracción vascular en ausencia o
presencia de Ca24 (Leijten y Van Breemen, 1984), la señal de indicadores
intracelulares de Ca24 (Kobayashi y col. ,1985) o por medidas de flujos de 45Ca24 en
células intactas y químicamente impermeabilizadas (Leijten y Van Breemen, 1984;
Saida y Van Breemen, 1984).
La liberación de Ca24 del retículo sarcoplásmico parece ser que está mediada
por dos segundos mensajeros IP
3 y Ca
24 (Berridge, 1992). En la Fig. 3 se
esquematiza el mecanismo a través del cual se origina la formación de
fosfoinositoles en respuesta al acoplamiento agonista-receptor. Se efectúa a partir del
ácido fosfatídico, el cual proporciona una molécula de D-glucosa 6 P que al unirse
al D-inositol origina unos productos intermedios que dan como resultado el fosfatidil
inositol (PI). Este proceso se desarrolla en el retículo sarcoplásmico (Gould y col.,
1983; Parrier y Holkin-Neaveron, 1984; Ghalayani y Eichberg, 1985). El PI es
transportado a la membrana plasmática, en donde se origina su fosforilación por
ATP y dos cinasas específicas de la membrana originando fosfatidil inositol
monofosfato (PIP) y fosfatidil inositol difosfato (PIP
2) (Downes y Michelí, 1982).
Cuando se estimula un receptor de la membrana, se activa la fosfolipasa C
que hidroliza el PI o sus derivados para dar lugar al diacilglicerol (DG) y a sus
correspondientes inositoles fosfatos (Abbed-Latif, 1986; Berridge, 1989) como son
IP (inositol fosfato), IP, (inositol 1,4 difosfato) e IP3. Existen dos enzimas llamadas
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inositol polifosfato fosfomonoesterasa y fosfatasa encargadas de degradar los inositol
polifosfatos hasta D-inositol y P orgánico. Esta degradación se origina en la
membrana plasmática y citoplasma, siendo dependiente del Mg’ (Storey y col.,
1984; Connolly y col., 1985). Recientemente se ha caracterizado un nuevo
fosfoglicerido el inositol fosfato, IP4 (inositol 1,3,4,5 tetrafosfato) en células
endoteliales (Luckoff y Clapham, 1992). Estudios realizados en células acinares han
revelado que el IP4 induce la entrada de Ca- pero sólo en combinación al IP3
(Irvine, 1990).
El segundo mensajero, DG puede seguir tres caminos distintos (Nishizuka,
1988): 10) Metabolizarse vía lipasas a ácido araquidónico. 20) Fosforilarse con ATP
en la membrana plasmática, originando ácido fosfatídico (PA), cerrando de esta
manera el ciclo. 30) Activar una proteincinasa C para dar distintas respuestas
fisiológicas. A nivel vascular la activación de la proteincinasa C contribuye a la
respuesta contráctil por mecanismos no bien conocidos uno de ellos puede ser
porque incrementa la sensibilidad del aparato contráctil al Ca- y porque parece
estar implicada en la desensibilización de receptores (Salaices y col., 1990).
El IP3 se une a un receptor específico de la superficie de la membrana del
retículo sarcoplásmico, produciéndose un aumento de la concentración de Ca
2~
citoplasmática (Irvine, 1986; Khalil y col., 1987; Berridge y col., 1989;
Mikhoshiba, 1993). Recientes estudios isotópicos han demostrado que esta unión es
de alta afinidad (Baukal y col. 1985). Como consecuencia de la misma, se abre un
canal de Ca24 del retículo sarcoplásmico que aumenta las concentraciones de este
ión en el citoplasma (Erlich y Watras, 1988; Bezprozvanny y col., 1991). Se ha
sugerido que el receptor intracelular para el IP
3 es el propio canal de Ca
2t del
retículo sarcoplásmico (Callewaert, 1992; Mikhoshiba, 1993).
Según Dawson e Irvine (1984), el IP
3 no es capaz de liberar todo el Ca
24
acumulado en el retículo sarcoplásmico y se ha sugerido la existencia de un “pooí”
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de Ca24 activador en el retículo sarcoplásmico, de manera que los receptores para
IP
3 no estarían distribuidos de manera uniforme por toda la superficie, sino
localizados en una región particular próxima a la membrana plasmática (Irvine,
1986; Chen y Van Breernen, 1992). Por otro lado, parece que el propio Ca24
acumulado en el retículo sarcoplásmico serviría de señal que modularía Ja formación
de IP
3 (Berman y Goldman, 1992).
La liberación de Ca
24 del retículo sarcoplásinico puede ser producida por
otros estímulos diferentes del IP
3, así ésta puede ser inducida por el mismo Ca
24.
Este hecho se demostró originalmente en músculo esquelético y posteriormente se
ha comprobado en músculo cardiaco (Callewaert, 1992). De acuerdo con esta teoría,
la entrada rápida de iones Cá24 a la célula dispara la liberación de Ca24 del retículo
sarcoplásmico a través de los canales de Ca2t en él existentes. De esta forma se
incrementan las [Ca2t
1j necesarias para iniciar el proceso de contracción.
Se ha demostrado que cuando la concentración de Ca
24 alrededor del retículo
sarcoplásmico aumenta a 3. íO~ M comienza la liberación de Ca24 del retículo
sarcoplásmico (Saida, 1982). La procaína inhibe completamente la liberación de
Ca24 de este retículo (Saida y Van Breemen, 1984).
Mediante la utilización del alcaloide rianodina, se ha comprobado otro lugar
de fijación en el canal de Ca2t del retículo sarcoplásmico distinto al del IP
3 que al
ser activado provoca la liberación de Ca
2~ del retículo sarcoplásmico (Meissner
1986; Lattanzio y col., 1987; Smith, 1988; Koch y col., 1990). Este receptor para
rianodina ha sido identificado tanto en músculo esquelético como músculo liso
vascular y cardíaco (McPherson y col., 1991; Berprozvanny, 1991; Lesh y col.,
1993), aunque se ha comprobado que es el que produce una mayor liberación de
Ca24 en el músculo estriado, está expresado en niveles más bajos en el músculo liso
vascular (Marks, 1992).
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Estudios recientes suponen la existencia de una heterogeneidad en la
naturaleza del receptor para IP3 en los distintos sistemas (Erlich y Watras, 1988;
Sudhof y col., 1991; Mikosliiba, [993), así como múltiples formas de receptores
para rianodina (Sorrentino y Volpe, 1993)
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2.2.2.- Mitocondria
La mitocontria es un orgánulo en donde se puede acumular Ca24, aunque en
condiciones fisiológicas es en el retículo sarcoplásmico en donde se produce una
acumulación mayor de dicho ión. En estas condiciones fisiológicas, el ión
mayoritario en la mitocondria es el PO
4H$, dando lugar a la formación de fosfatos
cálcicos, siendo el Ca
24 un regulador de la producción de ATP mitocondrial (Brand
y col., 1988; Denton y McCormack, 1990; Gunter y Pfeiffer, 1990). Es probable
que en situaciones patológicas, como la anoxia, las mitocondrias puedan actuar como
reservorios de emergencia para reducir el excesivo ~ acumulado en el interior
de las células musculares lisas (Hansford, 1985; Somlyo y col., 1986; Broderick y
Somlyo, 1987).
2.3.- Mecanismos resnonsabíes de la reducción de los niveles de Ca24 y
mantenimiento de la homeostasis de Ca2~
Altas concentraciones de Ca24 son tóxicas para la células, pudiendo producir
la muerte celular. Las membranas celulares, además de otras funciones fisiológicas,
son responsables del mantenimiento de la homeostasis cálcica celular, siendo el
exceso de Ca24 intracelular la señal que activa una serie de mecanismos que facilitan
su eliminación. Además de la membrana plasmática, existen otras dos membranas
que contribuyen a mantener la concentración de Ca24 citosólica como son: la
membrana del retículo sarcoplásmico y la mitocondrial.
Los mecanismos celulares responsables de la reducción de la concentración
de Ca2t citoplasmático son: 10) La AlPasa dependiente de Ca24 y Mg24 de la
membrana plasmática. 20) El sistema de intercambio 3 Na4/1 Ca24 acoplado a la
ATPasa Na4f W’-dependiente. 30) La bomba de Ca24 mitocondrial. 40) La bomba
de Ca2t dependiente de ATP en el retículo sarcoplásmico con propiedades distintas
a las de la membrana plasmática.
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La ATPasa de Ca2~ plasmática elimina Ca2t de la célula, al tiempo que
introduce protones, en proporción de 2H4/ Ca2~. Puede distinguirse de otras
ATPasas plasmáticas y del retículo sarcoplásmico por su insensibilidad a ouabaína
(a diferencia de la ATPasa Na4/ K4-dependiente), alta sensibilidad a la inhibición
por vanadato (más sensible que la ATPasa del retículo endoplásmico), sensible a K4
y a los antagonistas de la calmodulina (Wuytack y col., 1987; Wuytack y
Raeymaekers, 4992; Raeymaekers y Wuytack, 1993).
En cuanto a los mecanismos que regulan la actividad de la ATPasa de Ci4
del retículo sarcoplásmico son muy variados, en función del tipo de tejido. De
manera general, un aumento de AMPC, las prostaglandinas (Lockette y coL., 1980),
nitroprusiato (Rapoport y Murad, 1983), agentes colinérgicos (Godfraind y Fageo,
1986; Hootman y col., 1987) y agonistas a-adrenérgicos (Lynch y col., 1986;
Navran y col., 1988) estimulan la actividad de este enzima. Por el contrario, la
actividad se bloquea por ouabaína (Barry y col., 1985; Blaustein, 1985; Kirtley y
col., ¡990>.
La ATPAsa Na4/K4-dependiente ha sido descrita en aurícula y ventrículo
cardíacos (Rasmussen, 1986), músculo liso vascular (Kondo y col., 1979), sistema
nervioso central (Lichtstein y col., 1986), sistema nervioso autónomo (Toda 1980),
glándula suprarrenal (Aunis y García, 1981), túbulo renal (Bertorello y Aperia,
1989), membrana eritrocitaria (?Braquet y col., 1986), músculo liso (Asher y col,
1987; Eggermont y col., 1988) y músculo estriado (Hansen y Clausen, 1988).
La molécula de ATPasa Na4/ K4-dependiente es dimérica con un Peso
molecular de 280.000 Da (Schwartz y Adams, 1980). Cada monómero está
compuesto por dos subunidades a y ¡3. Aunque el mecanismo de activación de esta
ATPasa no se conoce todavía muy bien, lo primero que se produce es la
fosforilación de la enzima, modulada por los niveles intracelulares de Na4, por
cesión de fosfato desde el ATP al grupo ¡3 carboxilo de la ATPasa en presencia de
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Mg2~ y Na4 (Cantley, 1986). A continuación, se produce la desfosforilación
dependiente de K4 dando lugar a la formación de P inorgánico. El enzima sufre en
este proceso cambios conformacionales dando lugar a la liberación de Na4 al
exterior, siendo la estequiometría del cambio de 3 Na4 por 2 }(4 (Friedinan, 1982;
Vassalle, 1987; Blaustein, 1988)
El intercambio Na4/ Ca2~, es un mecanismo alternativo en la membrana
plasmática a través de) cual el exceso de Ca24 intracelular es conducido hacia el
exterior de la célula contra un gradiente de Ca24 (Callewaert, 1989; Bridge y col.,
1990; Crespo y col., 1990). Este intercambio no sólo puede contribuir a la salida
de Ca24 intracelular, sino también a la entrada de Ca24, como ocurre en ciertas
enfermedades cardiovasculares, especialmente la hipertensión (Blaustein y col.,
¡987).
3.- MODULADORES DE LOS MOVIMIENTOS DE Ca24
3.1.- Antagonistas de Ca 24
Los bloqueantes de la entrada de Ca24 o antagonistas de Ca2~ han sido objeto
de interés farmacológico, fisiológico y cardiológico desde finales de los años 60,
cuando Fleckestein y sus colaboradores observaron que el verapamil y prenilamina
originaban efectos inhibitorios en el miocardio, al interfir con el acoplamiento
excitación-contracción, pudiendo ser estos efectos suprimidos, al menos en parte,
por la administración de Ca2~ (Fleckenstein, 1970)
Simultáneamente otro grupo de trabajo, dirigido por Godfraind (1969),
mostró que la cinarizina y otras difenilpiperazinas, inhibían las contracciones
originadas por despolarización de la membrana en aorta de rata, siendo esta
inhibición antagonizada por la administración de Ca2~ extracelular.
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Los antagonistas de Ca2t han sido clasificados de distintas formas en virtud
de la heterogeneidad química de su estructura, efectos farmacológicos y aplicaciones
clínicas. Así, Fleckenstein (1985) subdividió a los antagonistas de Ca24 en dos
grupos:
GruDo A, constituido por aquellos compuestos que presentaban alta
selectividad para inhibir la corriente de entrada de Ca2~. Dentro de este grupo se
incluyen el verapamil. diltiazem y las dihidropiridinas.
Grupo B, formado por compuestos con menor selectividad para inhibir la
corriente de Ca24, pudiendo inhibir otras corrientes como la de Na4. Pertenece a
este grupo los compuestos como prenilamina, fendilina y perhexilina.
Glossman y col. (1982) dividieron los bloqueantes de la entrada de Ca?4 en
tres grupos en función del lugar al que se fijan en el canal de Ca24: uno
representado por las dihidropiridinas, otro, por el verapamil y un tercero por el
diltiazem.
Spedding (1984), en base a la liposolubilidad de las moléculas (de mayor a
menor), estableció tres grupos para los antagonistas de Ca24: í~) Representado por
el grupo de las dihidropirídinas. 20) Formado por el verapamil y diltiazem. 30)
Constituido por difenilalquilaminas.
Otras clasificaciones fueron realizadas por Rodenkirchen (1982) y Murphy
(1983), pero fue Godfraind (1987) quien ha hecho una clasificación más completa,
al incluir todos los moduladores de Ca24, es decir, todas aquellas moléculas que
afectan a los movimientos de Ca2~ tanto antagonistas como agonistas de Ca24. En
esta clasificación se define como anta2onistas de Ca24 o bloqueantes de la entrada
de Ca24, a todos aquellos compuestos capaces de bloquear la entrada de Ca24 al
interior celular producida por varios estímulos.
- 23 -
3.2.- Clasificación de los moduladores de los movimientos de ~ Sc2ún
Godfraind (1987
)
3.2.1.- Anta2onistas de Ca2~ que actúan en la membrana plasmática
Grupo 1: Selectivos
• 1. Bloqueantes de los canales lentos
- Fenilalquilaminas: Verapamil, Gallopamil (0600>,
Desmetoxiverapamil (D 888), Emopamil, Falipamil, Vanipamil,
Anipamil.
- Dihidropiridinas : Nifedipina, Nimodipina, Nisoldipina, Nitrendipina,
Nicardipina, Niludipina, Riosidina, Felodipina, Amlodipina,
Azodipina, Dazodipina, Flordipina, Isrodipina, lodipina, Isradipina,
Riodipina, Oxodipina.
- Benzotiacepinas : Diltiazem.
¡.2. Agentes sin acción detectable en el canal lento de Ca 24 del miocardio.
- Difenilpiperazinas : Cinarizina y Flunanzina.
Grupo 2 No Selectivos
2.1. Agentes que actuan sobre canales de calcio y sodio
- Bepridil, Fendilina, Lidoflacina, Perhexilina, Prenilamina,
Teorilina,Tiapamil, Proadifen (SKF 525 A), Eafenona, Benciclame,
Caroverine.
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2.2. Agentes que po~wa¡ otro lugar primordial de acción.
- Anestésicos locales: Fenitoina.
Agonistas y Antagonistas del sistema nervioso adrenérgico:
Fenoxibenzamina, Benextramina, Nicergolina, Pimocide, Propanolol,
derivados de la Yohimbina, WB 4101.
- Benzodiacepinas: Diazepam, Flurazepam.
- Agonistas y Antagonistas opiáceos: Loperamina, Fluperamina.
- Agentes que actúan sobre nucleótidos cíclicos: Amrinona,
Papaverina, Cromoglicato.
- Barbitúricos.
- Ciproheptadina.
- Indometacina.
- Reserpina.
2.3. Antagonistas inorgánicos del ca~4.
- Cationes polivalentes: La ~ Cd 24 Mn 2±, Co 2+
3.2.2.- Facilitadores de la entrada de Ca2~
3.2.2.1.- Agentes que actúan en la membrana plasmática “agonistas del
calcio”.
- Dihidropiridinas: BAY K 8644, CGP 28392, YC-170.
3.2.2.2.- Agentes que actúan sobre el retículo sarcoplásmico
- Inositol- 1,4,5, trifostato (IP
3).
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- Cafeína.
3.2.2.3.- tenóforos
- A 23187.
- lonomicina.
La nifedipina [1,4-dihidro-2 ,6-dimetil-4-(2-nitrofenil) piridina-3-5-
dicarboxilato dimetilojj, antagonista de Ca24 utilizado en este trabajo, es el prototipo
de las dihidropiridinas. Fue sintetizada por los laboratorios Bayer con el nombre
inicial de Bay A 1040 y caracterizada como potente antagonista de Ca2~ por
Fleckenstein y col. (1970) (Fig. 4). La relación estructura-actividad de este
compuesto, junto con el resto de las dihidropiridinas, ha sido ampliamente estudiado
(Rosenberger y Triggle, 1978; Mannhold y col., 1982; Rodenkirchen y col., 1982;
Janis y Triggle ,1984). Para que estos compuestos se comporten como antagonistas
de Ca2~ es fundamental que posean los siguientes grupos: estructura
dihidropiridínica, un N secundario y un sustituyente voluminoso en la posición 4 del
heterociclo.
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3.3.- Mecanismo de acción de los antagonistas de Ca24
Se ha demostrado por estudios electrofisiológicos que el principal sitio de
acción de los antagonistas de Ca24, está situado en el canal de ~ de la membrana
celular (Triggle y Janis, 1989).
Como se ha comentado anteriormente, los canales de Ca2t pueden existir en
tres estados, de manera que los antagonistas de C&4 dihidropiridínicos tendrún alta
afinidad por el modo inactivado del canal (Janis y Triggle, 1989; Godfraind y col.,
1990). Las dihidropiridinas disminuyen la probabilidad de que el canal esté abierto,
pero no afectan a su tiempo de apertura (Hess y col., 1984), mientras que el D 600
(diltiazem) reduce el tiempo de apertura cuando el canal está abierto (Cavalie y col.,
1985).
Los antagonistas de Ca24 bloquean principalmente los canales tipo L, pero
no por una simple obturación del canal, sino que actúan favoreciendo que el canal
permanezca cerrado, inhibiendo el paso de corriente a su través (Lew y col., 1991;
Worley y col., 1991). Presentan una alta afinidad por la subunidad a
1 de estos
canales (Tanabe y col., 1987).
Mediante técnicas de fijación de radioligandos, se ha podido comprobar la
presencia de receptores específicos para los antagonistas de Ca en varios tejidos.
Estudios iniciales con ISHJ-nitrendipina, comprobaron que la unión de ésta a
membranas de músculo liso (Bolger y col, 1983; Janis y col., 1985) y músculo
cardíaco (Sarmiento y col., 1984) era específica, saturable, rápida, reversible y
estereoselectiva. Algunos autores sugieren que este receptor para dihidropiridinas en
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músculo liso y esquelético está localizado extracelularmente en la membrana
plasmática dentro del canal de Ca24 (Striibing y col., 1993). Además, la inhibición
de la unión del radioligando por otras dihidropiridinas mostró una correlación con
la inhibición de la contracción. Estos experimentos sugirieron, la existencia de un
receptor específico en los CVD, al cual se unirían las dihidropiridinas y como
consecuencia de la unión darían lugar a sus efectos (Kevin y col., 1988). Estos sitios
de unión de los antagonistas de CW4 no solo están presentes en músculo liso y
cardíaco, en donde estos compuestos mostrarán su mayor efecto terapéutico, sino
también están presentes en músculo esquelético, células endocrinas y sistema
nervioso. La mayor densidad de sitios de unión de las dihidropiridinas se encuentra
en los túbulos T del músculo esquéletico, de donde se ha purificado el receptor
dihidropiridínico (Tanabe col., 1987).
Por otra parte, se ha comprobado que altas concentraciones de verapamil,
inhiben de un 30 al 40 % la fijación de la I3H]-nitrendipina, lo que indica que el
verapamil, influye en la unión de [3H]-nitrendipina sólo de manera indirecta, lo que
hace suponer que actúa sobre un receptor distinto al dihidropiridínico, pero unido
de manera alostérica a este último (Ehlert y col., 1982; Glossman y col., 1982). Por
el contrario, cuando el diltiazem se une a su receptor, se incrementa en un 40 al 50
% la fijación de la [3H]-nitrendipinaa su receptor (Ferri y col., 1982; Yamamura
y col., 1982).
Además, se ha puesto de manifiesto, que los antagonistas de Ca24 también
interaccionan con otras estructuras celulares. Así, se ha localizado un sitio de unión
para las fenilalquilaminas en el retículo sarcoplásmico y dos sitios de unión, uno
para nitrendipina y otro para sustancias de naturaleza benzodiacepínica en la
mitocondria (Zerning, 1990).
El mecanismo del bloqueo de las respuestas contráctiles inducidas por el
acoplamiento de un agonista a su receptor por medio de los antagonistas de Ca24
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muestra resultados un poco discrepantes. Así, según Miller y Freedman (1984) los
procesos que involucran la liberación de Ca24 de los lugares intracelulares son
insensibles a estos fármacos. Sin embargo, ciertos antagonistas pueden bloquear los
efectos de NA en algunos lechos vasculares por una acción sobre los receptores a-
adrenérgicos (Janis y Triggle, 1984; Miller y Freedman, 1984; Kuroda y col., 1991;
Oriowo y Ruffolo, 1992). Estudios microfluoroinétricos, usando Quin 2 (Kanaide
y col., 1988), demostraron que el diltiazem y verapamil pueden inhibir la liberación
de Ca2~ mediada por activación de los adrenoceptores en células de músculo liso
vascular. Otros autores apuntan la posibilidad de una mayor sensibilidad de los
antagonistas de Ca24 para inhibir la contracción mediada por receptores a
2-
adrenérgicos, que es dependiente del Ca
24 extracelular, que la obtenida por la
estimulación de receptores a
1, la cual es dependiente del Ca
24 intracelular (Van
Meel y col.,1981; Cavero y Spedding,1983; Múller-Schweimtzer, 1983 ).
3.4.- Acciones vasculares de los anta2onistas de Ca24
Varios son los factores que influyen para que los antagonistas de Ca24 tengan
mayor afinidad por unos lechos vasculares que por otros, entre los cuales se
encuentran las diferentes propiedades fisicoquímicas de las moléculas (estructura
química, solubilidad lipídica, etc.). Por lo que, hay que tener en cuenta: 10)
Concentración de fármaco alcanzada en el lecho vascular. 2~) Mecanismos a través
de los cuales en los vasos son activados los canales de Ca24 (despolarización o
activación de receptores). 3t)) Diferencias dependientes del tipo de lecho vascular
y de las características de los CVD tales como, su estado de activación, distribución
y tipo en cada lecho vascular. 40) Diferencias en el grado de afinidad de la unión
de los antagonistas de Ca a sus receptores en el CVD en función del tejido, en
donde influyen la frecuencia de activación del canal, potencial de membrana y
patología del tejido (Cauvin y col., 1987; Wood y col., 1989; Spedding, 1990).
Anteriormente se comenté que los antagonistas de Ca24 presentan mayor
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afinidad por los CVI) tipo L, de manera que cuando la entrada de Ca24 se efectúa
a través de los mismos será muy sensible a los antagonistas cíe Ca2~. Sin embargo,
cuando esta entrada se efectúe por otro mnecanisnio distinto, la sensibilidad a estos
agentes se reducirá. De esta manera, en arterias coronarias, cerebrales y en vasos
de resistencia periférica en las que tanto las contracciones originadas por la
despolarización de la membrana como por la acción de agonistas son muy
dependientes del Ca24 extracelular, también serán muy sensibles a los antagonistas
de Ca2~ (Nayler,1988).
De todos los antagonistas de Ca24, los de naturaleza dihidropiridínica son más
selectivos para el músculo liso vascular que para el músculo cardíaco. Esto podría
explicarse por la existencia de una mayor proporción de canales tipo L. Dentro de
este grupo la nisoldipina tiene mayor afinidad por vasos los coronarios (Godfraind,
1987; Godfraind y col., 1992), la nimodipina y nicardipina por los vasos cerebrales
(Kazda y col., 1983; MeCalden, 1944; Scribiane y col., 1984; Alíen, 1985; y
McCarthy y col., 1992). Por el contrario, los antagonistas de Ca2~ pertenecientes
a las fenilalquilaminas (verapamil, galopamil, anipamil y fendilina), así como
benzotiacepinas (diltiazem) son más selectivos sobre el micocardio (Mecca y Love,
1992; Schreibmayer y col., 1992).
3.5.- Anlicaciones clínicas de los antaeonistas de Ca24
Los antagonistas de Ca24 tienen una gran selectividad tisular sobre el sistema
cardiovascular, hecho que reduce los efectos indeseables sobre otros tejidos. Las
aplicaciones clínicas de estos compuestos son (Marín, 1988; Nayler 1988, Tamargo
y Delpon, 1992):
3.6. 1. Isquemia miocárdica. El efecto de los antagonistas de Ca2~ sobre el
músculo cardíaco se debe fundamentalmente al ahorro de energía que originan junto
con el efecto vasodilatador coronario, la inhibición de la agregación plaquetaria y
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el enlentecimiento de la entrada de Ca2t.
3.6.2. Angina de pecho. Los antagonistas de Ca- constituyen un tratamiento
eficaz en la angina de pecho, independientemente de que se trate de una angina
Prinzmetal, de esfuerzo o inestable.
3.6.3. Arritmias. Especialmente usados en taquicardias supraventriculares y
arritmias provocadas por la isquemia-reperfusión. El mecanismo de acción de los
antagonistas de Ca24 es indirecto, al permitir que funcione con normalidad la
ATPasa Na4 /Kt-dependiente y no se acumule un exceso de K4.
3.6.4. Isquemia cerebral. La nimodipina y nitrendipina pueden prevenir el
vasoespasmo cerebral (Takenaka y Handa, 1979; Kazda y col., 1983; Steen y col.,
1983; Brandt y col., 1986; Pandita y col., 1989). Algunos autores han supuesto que
la acción de la nimodipina es en parte debida a su acción sobre el metabolismo
cerebral (Heffez y Passonneau, 1985) por su facilidad para atravesar la barrera
hematoencefálica).
3.6.5. Hipertensión. Los antagonistas de Ca2~ son los fármacos más potentes
para reducir la hipertensión arterial. El papel hipotensor de estos fármacos es debido
a la combinación de varios mecanismos, como son: disminución de flujo de iones
Ca24 a través de la membrana, disminución de la respuesta vasoconstrictora a
angiotensina II y reducción de las respuestas a la estimulación de los receptores
adrenérgicos a
1 y a2 (Fleckenstein, 1990; Van Zwieten, 1989).
3.6.6. Insuficiencia cardiaca congestiva. Las dihidropiridinas son los
fármacos más indicadas de estos cuadros. El mecanismo de acción se debe a la
vasodilatación originada por la disminución de las resistencias vasculares periféricas,
disminución de la sobrecarga cardíaca y mejoría de la función ventricular.
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3.6.7. Miocardiopatía hipertrófica. El verapamil es el antagonista de Ca24
de elección. Este mejora la relajación diastólica, mantiene la perfusión coronaria y
posiblemente deprime la contractilidad.
3.6.- A2onistas de Ca24
Pequeñas modificaciones en la estructura del antagonista dihidropiridínico,
nifedipina, han llevado al descubrimiento del compuesto BAY K 8644 que
incrementa la entrada de Ca24 a las células. El BAY K 8644 fue el primer agente
de este grupo, posteriormente se sintetizaron otros. Dentro de este grupo se
encuentran:
- BAY K 8644 (metil-l,4 dihidro-2,6-dimetil-3 nitro-4-
(2trifluorometilfenil(piridina-5-carboxilato) (Schramm y col., 1983)
- CGP 23892 [etil-4-(2-difluorometoxifenil)-1,4,5,7-tetrahidro-2 metil-5-
oxofuro-(3 ,4 b) piridina-3-carboxilato] (Truog y col. ,1985).
- YC- 170 [2-(2-piridil) etil-4-(O-clorofenil-2 ,6-dimetil-fenilcarbamoil)- 1 ,4
dihidropirina-3 carboxilato] (Takenaka y Maeno, 1982).
En este trabajo de investigación se ha utilizado el BAY K 8644, cuya
estructura es similar a la nifedipina, como se puede apreciar en la Fig 4. Al tener
un C asimétrico posee dos enantiómeros: uno dextrógiro (+) y otro levógiro (-) o
“R” y “5” según la nomenclatura de la I.U.P.A.C. El compuesto S (-) se muestra
como un antagonista de Ca24, mientras que el R (+) es un agonista de Ca24
(Franckowiack y col., 1985; Schramm y col., 1986; Vaghy y col., 1987).
El BAY K 8644 posee un efecto ionotrópico (+) a nivel cardíaco y también
causa contracción del músculo liso vascular (Schramm, 1983; Salaices y col., 1985;
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Fernández Alfonso y col., 1988; Hertle y col., 1989; Rico y col., 1990). Parece ser
que el BAY K 8644 produce un aumnento de la corriente de Ca24 a través del CVD
(Worley y col., 1991). Así, estudios de “patch clamp” han demostrado que este
compuesto favorece aperturas prolongadas de los CVD, aumentando la probabilidad
de que estos canales permanezcan abiertos durante el proceso de despolarización
(Hess y col. , 1984; Kokubun y Reuter, 1984; Triggle y Janis, 1989). Algunos
autores han postulado la necesidad de una despolarización moderada previa para que
pueda actuar el BAY K 8644, como ocurre en la aorta de conejo (Schramm y col.,
1983; Turlapaty, 1979), de rata (Rico y col., 1990), arteria caudal de rata (Su y
col., 1984) femoral de gato (Salaices y col., 1985) y mesentérica de conejo
(Kanmura y col., 1984). Sin embargo, en otros lechos vasculares como en el
cerebral dicha despolarización no es necesaria (Salaices y col., 1985; Fernández
Alfonso y col., 1988).
Mediante técnicas de fijación de radioligandos se ha podido comprobar que
los agonistas de Ca24, compiten por el mismo receptor dihidropiridínico del canal
de Ca2~ que los antagonistas de Ca24 (Janis y Triggle., 1984; Skattebol y col.,
1989).
4.- PAPEL DEL ENDOTELIO EN LAS RESPUESTAS VASCULARES
En la década de los 70 se consideraba que las células endoteliales, no
representaban más que una capa simple que separaba la sangre de los tejidos y que
a nivel capilar permitía el intercambio de nutrientes y productos de deshecho. En la
actualidad se ha demostrado que el endotelio de los vasos sanguíneos posee múltiples
funciones importantes tales como captación y destrucción enzimática de NA y
serotonina circulante, conversión de angiotensina 1 en el potente vasoconstrictor
angiotensina II, participación en el metabolismo de la bradikinina, en la síntesis de
prostaciclina (Moncada y Vane, 1978; Vanhoutte, 1986, 1988). Sin embargo, es a
partir del año 1980 cuando el endotelio adquiere una especial relevancia, al
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demostrar Furchgott y Zadwadzki el papel obligatorio de las células endoteliales en
la vasodilatación inducida por acetilcolina.
Posteriormente se demostró que además de la acetilcolina, son muchos los
agentes vasodilatadores cuyo efecto depende de la presencia de endotelio: ATP y
ADP (Katusic y col., 1984), sustancia P (Zawadzi y col., 1981), bradikinina (Cherry
y col., 1982; Chand y Altura, 1981), trombina (De Mey y Vanhoutte, 1982),
productos de la agregación plaquetaria, nucícótidos de adenosina, serotonina, factor
agregante plaquetario (Cohen y col., 1984; Houston y col., 1985; Vanhoutte y
Houston, 1985) y vasopresina (Cohen y col., 1983 ; Katusic y col., 1984).
Furchgott y Zawadzki (1980) demostraron en la aorta de conejo, que la
relajación producida por la acetilcolina se produce por la acción de ésta sobre los
receptores muscarinicos de las células endoteliales, estimulando la liberación de un
factor que actuarfa en las células musculares lisas originando la relajación vascular.
A este factor se le denominó EDRF (“endothelium-derived relaxing factor”). Este
EDRF, ha sido identificado como NO y tiene una vida media muy corta,
aproximadamente de 6 segundos (Palnier y col., 1988). Sin embargo, el EDRF tiene
algunas propiedades que no se explican asumiendo que el EDRE es simplemente
NO. Así, otros autores apuntan la posibilidad de que se trate de un compuesto R-
NO, a partir del cual se produce la liberación de NO (Shikano y col., 1987; Angus
y Cocks, 1989). Se ha demostrado que el precursor fisiológico de la formación de
NO es el aminoácido L-arginina (Palmer y col., 1988; Rees y col. ,1990). Parece ser
que un aumento de Ca24 libre citoplasmático en las células endoteliales, es un paso
inicial importante en la síntesis de EDRF (Vanhoutte y col., 1986).
El EDRF provoca la activación de la guanilato ciclasa soluble de las células
musculares lisas con el consiguiente aumento de los niveles de GMPc (Rapoport y
Murad, 1983; Griffith y col., 1985; Collins y col., 1988). Este aumento de GMPc
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provoca una inhibición de la entrada de Ca24 y de la liberación de Ca24 intracelular
en las células musculares lisas, lo que ocasiona la vasodilatación (Karaki y
col.,1984; Collins y col., 1986).
Existen varios agentes que puede antagonizar el efecto o la síntesis de EDRE
como: 1 ~>)Azul de metileno, que bloquca la guanilato ciclasa e inhibe la síntesis de
GMPc inducida por sustancias como la acetilcolina, el ionóforo de Ca?4 A 23187
o los nirrovasodilatadores (Grueter y col., 1981; ignarro y col., 1984; Martin y col.,
1985; Shirase y col., 1988b), también puede actuar por sus propiedades redox,
generando radicales libres de 0, (Moncada y col., 1988). 20) Oxihemoglobina que
bloquea la acción del NO al formar el complejo nitrosil-hemoproteina (Martin y
col., 1985). 30) Sustancias que generan radicales libres que oxidan e inactivan el
EDRF (Moncada y col., 1986; Gillespie y Sheng, 1990). 4t)) Inhibidores de la
síntesis de NO, como el L-NMMA (L-arginina Nt~ monometil-L-arginina), L-
NAME (N0-nitro-L-arginina metil ester)(Rees y col., 1990), N0- nitro-L-arginina
(Kobayashi y I-lattori, 1990; Moore y col., 1990) y L-NIO (N-iminoetil-L-omitina)
(Palmer y col., 1988; Rees y col., 1990).
A pesar de que el NO es el principal factor liberado del endotelio se ha
comprobado que la acetilcolina, puede originar hiperpolarización en algunos lechos
vasculares que no es mimetizada por el NO (Komori y col., 1988 ; Chen y Cheung,
1992), lo que sugiere la capacidad de este agonista para liberar otro factor al que
se ha denominado EDHF (“endotelium-derived hyperpolarizing factor’) (Komori y
Suzuki, 1987 a,b; Feletou y Vanhoutte, 1988). Se han propuesto dos mecanismos
de acción distintos para el EDI-IF: activación de la ATPasa Na4/ K4-dependiente del
músculo liso vascular (Feletou y Vanhoutte, 1988) o la apertura de canales de K4
con aumento de la conductancia a este ión a través de la membrana de la célula
muscular lisa (Chen y col., 1988; Kauser y col., 1989).
Además de la liberación de estos factores relajantes existen evidencias de que
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el endotelio puede liberar sustancias que median ciertas respuestas vasoconstrictoras
(Vanhoutte y col., 1991; Liíscher y col., 1992; Tanoi y col,, [992). Se han descrito
tres factores contráctiles ECDFs “endothelium derived contractile factors”:
EDCFm. Ha sido identificado como un metabolito de] ácido araquidónico, vía
ciclooxigenasa (Miller y Vanhoutte, 1985; Vanhoutte, 1987, 1988). Se ha descrito
su existencia en distintos lechos vasculares tales como las venas pulmonares,
femoral, esplénica y safena de perro (De Mey y \‘anhoutte, 1982; Miller y
Vanhoutte, 1985), arteria pulmonar de conejo (Altiere y col., 1986) y aorta de ratas
espóntaneamente hipertensas (Lúscher y col.,1988).
Existen dos posibles compuestos que pueden ser EDCFm: un compuesto
relacionado con el tromboxano A2 (Altiere y col.,1986; Shirahase y col.,1987;
1 988a) y otro relacionado con compuestos prostaglandínicos de tipo F2« y W
(Katusic y col.,1988, Rubanyi, 1988a).
EDCF2. Es una sustancia de naturaleza polipeptídica aislada y purificada de
células de aorta de cerdo (Yanagisawa y col., 1988) denominada endotelina. Este
polipéptido es un potente agente vasoconstrictor en distintos lechos vasculares
(Kasuya y col., 1989; Stasch y Kazda, 1989; Sánchez-Ferrer y Marín, 1990; Encabo
y col., 1992; Tanoi y col., 1992; Haynes y Webb, 1993). Aunque a concentraciones
bajas se ha descrito que puede originar vasodilataciones dependientes de endotelio
en aorta de rata (Moritoki y col. 1993).
Se han descrito tres genes para la endotelina en el genoma humano, siendo
los productos de su expresión endotelina-1 (ET-1), endotelina-2 (ET-2) y endotelina-
3 (ET-3) (Inoue y col., 1989; Yanagisawa y Masaki, 1989a,b), que difieren entre.
sí en algunos aminoácidos; sin embargo, sólo la ET-1 es detectada en las células
endoteliales (Masaki y Yanagisawa, 1992).
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El inecanismno que regula la producción de cada isotipo de endotelina en
distintas células y tejidos aún no está mnuy claro. La ETA se origina a partir de un
precursor peptdico constituido por 203 aminoácidos denominado preproendotelina,
compuesto que se escinde por endopeptidasas específicas para residuos dibásicos,
dando lugar a un péptido con 38 aminoácidos en el caso de la especie humana,
denominado proendotelina (Watanabe y col., 1989). Esta proendotelina es convertida
en endotelina activa por un enzima convertidor de endotelina (Yanagisawa y Masaki,
1 989a,b).
A pesar de que el Ca2~ exterior es necesario para que la endotelina produzca
su efecto, no parece activar directamente los canales de Ca24 (Doherty, 1991). Para
producir el efecto la endotelina se une a distintos tipos de receptores de la membrana
celular, acoplados a proteínas G, dando lugar a un aumento de IP
3 y DG con la
consiguiente estimulación de la proteincinasa C (Ohístein y col., 1989).
Existen tres subtipos de receptores para la endotelina demostrados en distintos
tejidos de rata: uno en células musculares lisas con alta afinidad para la ET-l y
sarafatoxina-56b (péptido obtenido de la serpiente Atractaspis engaddensis, con una
estructura similar a la de la ET-I); otro aislado del cerebelo con preferencia por
sarafotoxina-c y con baja afinidad por ET- 1 y un tercero en el putamen, que ofrece
afinidades similares para todos los péptidos (Kloog y Sokoluvsky, 1989).
EDCF3. Este factor aún no caracterizado, se ha observado su liberación en
el lecho cerebrovascular en situaciones de anoxia (Greenberg y Diecke, 1988;
Rubanyi, 1988a).
Estos factores contráctiles podrían estar implicados en los mecanismos de
regulación del flujo sanguíneo, así como en situaciones patológicas tales como
hipertensión o vasoespasmo cerebral (Lúseher, 1990, Sánchez-Ferrer y Marín, 1990:,
Liischer y col., 1992). Se puede decir, por tanto, que las células endoteliales podrían
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actuar como transductores de distintos estímulos capaces (le modificar el tono
vascular por la liberación dc factores contráctiles o relajantes.
5.- FISIOPATOLOGIA DE LA IIiWERTENSION
La hipertensión es un proceso patológico que se caracteriza por un aumento
de La resistencia vascular periférica (Nayler, 1988). Debido a que el Ca24 parece
jugar un papel importante en la contracción del músculo liso vascular se le ha
implicado en la patogénesis de la hipertensión esencial (Aoki y col., 1982; Young
y col., 1990)
La hipertensión esencial humana tiene como origen un fuerte componente
genético (Sing y col., 1986). El aumento de la presión sanguínea en esos pacientes
depende en parte de la ingesta de Na4 en la dieta. En modelos experimentales de
animales hipertensos también se ha confirmado la existencia de un componente
genético, asociado a un aumento de presión arterial, pero la heterogeneidad
fisiológica entre ellos hace suponer que la hipertensión genética puede estar
originada por una o más alteraciones genéticas (Johnson y col., 1992).
Varios factores son los que pueden contribuir a un aumento en la resistencia
vascular periférica en la hipertensión (Marín, 1993). Entre ellos están
1- Alteraciones del lecho vascular
2- Alteraciones en la respuesta vascular por:
a) Aumento de la actividad simpática externa.
b) Aumento en la sensibilidad a NA
c) Alteraciones del metabolismo del Ca24.
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3- Alteración de la actividad de la AlPasa Na4IK’ -dependiente de la
membrana plasmática.
4- Disminución de la actividad de la AlPasa de Ca24 en la membrana
plasmática y retíctílo sarcoplásmico.
5- Disminución del intercambio Na4- Ca24.
6- Aumento de la permeabilidad de la membrana al Na4 y Ca2t.
7- Cambios en la ultraestructtmra del lecho vascular.
Además de esto, el sistema renina-angiotensina tiene tina participación
importante en el desarrollo y mantenimiento de la hipertensión como lo demuestra
el hecho de la efectividad clínica de los antagonistas del enzima convertidor.
La hipertensión arterial, se puede dividir etiológicamente en tres grupos:
1.- Hipertensión esencial genética, con alteración del transporte de Ca24 en
la membrana del músculo liso arterial.
2.- Hipertensión secundaria a un exceso de sal, sobrepeso, ansiedad ,etc.
3.- Hipertensión secundaria originada como consecuencia de un proceso
inicial de aldosteronismo, feocromocitoma, hipertiroidismo. etc.
Si hacemos una clasificación de la hipertensión teniendo en cuenta el nivel
plasmático de renina, se puede dividir en hipertensión de alta, normal y baja
actividad de renina (Abbot, 1988).
5.1.- Modelos animales de hinertensión genética
Los modelos experimentales utilizados para el estudio de la hipertensión son
los siguientes:
- Rata SUR (espontáneamente hipertensa de Ailco-Okamoto), junto a su
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control normotenso, la rata Wistar-Kyoto (WKY). Es el modelo de mata hipertensa
mejor conocido, cuyas alteraciones en el metabolismo del Ca2~ están estrechamnente
relacionadas con las observadas en la hipertensión esencial (Young y col.,1990).
- Rata LH (hipertensa de Lyon), derivada de la rata Sprague-Dawley.
- Rata hipertensa Milán y su control normnotenso, tmsadas como complemento
de los resultados obtenidos en la cepa SHR.
- Dos subtipos de la cepa SHR han sido descritos recientemente, la stroke-
prone SHR (SHRSp), desarrollada a partir de animales con incidencia de hemorragia
cerebral y la Obese SH¿R, que tienen un consumo aumentado de alimentos y en
consecuencia un rápido incremento de peso.
- Rata Dahí, sensible a la administración de sal (hipertensa) y resistente a la
misma (normotensa), modelo que necesita tina ingesta de sal para la expresión de
la hipertensión (Young y col. ,1990).
Otro modelo reciente de animal de experimentación es la rata transgénica
para el gen Ren-2. Este animal es transformado en hipertenso por la introducción
del gen de renina de ratón Ren-2 en el interior del genoma de la rata control que es
la rata Sprague-Dawley. Estos animales desarrollan rápidamente hipertensión con
bajos niveles plasmáticos de renina (Mullins y col. ,1990).
5.2.- Metabolismo del Ca24 en la hipertensión
Tanto en la hipertensión humana como en la de las ratas espontáneamente
hipertensas (SHR) se han observado alteraciones en el metabolismo de Ca2t,
caracterizadas por: l~) Disminución de los niveles plasmáticos de Ca24ionizado. 20)
Hipercalciuria. 30) Aumento de los niveles plasmáticos de la paratormona (PTH).
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4<’) Aumnento de los niveles plasmáticos de calcitonina. 5<’) Modificaciones en la
síntesis de vitamina D. 6<’) Alteraciones en la absorción intestinal de Ca24
Normalmente la homeostasis del Ca24 depende del balance entre la absorción
neta de Ca2~ por el tracto gastrointestinal y la excreción urinaria de Ca2~. En
condiciones normales el calcio plasmático está comprendido entre 2,2 a 2,6 mmol/l.
EL 40-46 % del Ca24 plasmático está unido a las proteínas, principalmente a la
albúmina; del 6 al 10% está complejado con varios aniones y el 48-50% restante en
forma libre (Rouse y Suki, 1990).
En la cepa SUR, la concentración plasmática de Ca2~ libre es
aproximadamente 0,08 mM, menor que en la cepa control WKY (Wright y col.,
1980; McCarron y col.,1981; Wright y Rankin, 1982; Stern y col., 1984; Bindels
y col., 1987; Bukoski y col.,1989b), lo que hace suponer que existe un aumento en
la fracción de Ca24 unido a proteínas. En la hipertensión esencial humana, los datos
son más controvertidos probablemente debido a que las causas que la originan son
mucho más heterogéneas y es el resultado de muchos factores genéticos asociados
a múltiples factores ambientales. Así, Resnick (1986), estudiando la relación de los
niveles plasmáticos de Ca2~ ionizado en pacientes con hipertensión esencial, ha
llegado a la conclusión de que en la hipertensión con bajo nivel de renina, se
observa una disminución de Ca24 ionizado, mientras que la hipertensión con altos
niveles de renina está asociada a altos niveles de Ca24 ionizado plasmático.
Shibata y Ghishan (1991), estudiando el transporte en vesículas preparadas
de membranas de duodeno y yeyuno, han comprobado que el transporte de Ca24 está
disminuido en ratas de la cepa SUR antes y después del desarrollo de la
hipertensión, lo que indica un defecto genético de la captación de Ca24 en la
membrana intestinal de la cepa SHR. Igualmente Blakeborough y col. (1990)
comprobaron que la absorción de Ca24 por un mecanismo activo está disminuida en
ratas de la cepa SHR.
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Por otra parte, se ha observado una hipercalciuria cmi las ralas de la cepa SHR
[rente a sus comitroles (McCarron y col., 1981; Lau y col., 1984; McCarron y
Morris, 1986). Sin embargo, tanibién ha sido descrita una disminución en la
excreción urinaria de Ca24 (Folsom y col, 1986; Bindels y col., 1987). No obstante
hay que tener en cuenta que una excreción urinaria elevada de Ca2~ puede reflejar
un aumento en su absorción intestinal o una pérdida renal primaria. Algunos
investigadores han postulado que una dieta rica en Ca24, produce una disminución
en la presión sanguínea, tanto en la hipertensión humana como en ratas hipertensas
(McCarron y Morris, 1985; Saito y col., 1989; Lau y col., 1984; Furspan y col.,
1989; Pang y col. 1992; Arvola y col., 1993) aunque a este respecto se han descrito
resultados contradictorios (Capuccioy col., 1987; Luftycol., 1988). Parece ser que
el Ca24 de la dieta corrige el defecto generalizado observado en la hipertensión y
disminuye la concentración de Ca2~ libre intracelular (Furspan y col., 1989, Pñrsti,
1992). En músculo liso vascular este efecto estabilizante de membrana podría
disminuir el movimiento iónico a través de la niembrana celular y disminuir las
contracciones vasculares (McCarron 1985; Pórsti, 1992).
5.2.1.- Re2ulación hormonal de Ca24
El mantenimiento de la [Ca24] sanguínea es la función principal de las
hormonas PTH (paratormona), calcitonina y vitamina 1,25 (OH), D
3, jugando un
papel importante en el control de la presión sanguínea y mantenimiento de la
homeostasis jónica.
La PTH es una hormona de naturaleza peptídica, cuya secreción se estimula
en períodos de hipocalcemia por la glándula paratiroides. Su acción muestra tres
efectos: 10) Disminución de la resorción de Ca24 por el hueso. 20) Aumento de la
reabsorción de Ca2~ y disminución de la reabsorción de fosfato por túbulos renales.
30) Estimulación de la síntesis de vitamina 1,25 (OH), D
3.
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En sujetos con hií~ertensión esencial se ha descr¡to un aumento de PTH
(Gennari y col., 1986; Young y col., 1988: Brickman y col., 1990). También se ha
observado un aumnento de PTH en ratas de la cepa SHR, presumiblemente como
respuesta secundaria a un nivel bajo de Ca2~ ionizado plasmático (McCarron y col.,
1981; Stern y col., 1984; Young y col., 1988; Resnick, 1990). Además, la
extirpación de la glándula paratiroides disminuye la presión arterial en ratas
genéticamente hipertensas (Berthelot y Gairard, 1980; Pernot y col., 1990: Schleiffer
y col., 1991), y el trasplante de esta glándula de la cepa SI-IR induce el desarrollo
de hipertensión en las WKY (Neuser y col., 1991).
Pang y col. (1990) han citado la existencia de una nueva sustancia,
denominada factor hipertensivo del paratiroides (PHF), segregado por la glándula
paratiroides procedente de otro tipo de células distintas a las que segregan la PIR.
Este factor parece actuar: 1 0) Directamente estimulando la captación de Ca2~ en el
tejido vascular. 20) Aumentando la reactividad vascular a sustancias
vasoconstrictoras. 3<)) Produciendo hipertensión en animales normotensos.
La calcitonina es secretada durante períodos de hipercalcemia de las células
c parafoliculares de la glándula tiroides. No se conoce muy bien como participa en
la patogénesis de la hipertensión, pero se ha comprobado que altos niveles de
calcitonina preceden al comienzo de la hipertensión (Bindels y col.,1987).
La vitamina 1 ,25 (OH),D
3 originada a partir de la vitamina D produce un
aumento en la absorción de Ca
2~ por las células intestinales. Se han descrito
alteraciones en el metabolismo de la vitamina D en varios síndromes hipertensivos.
Schedl y col. (1988) encontraron que los niveles de vitamina 1,25 (OH), D
3 podrían
ser los mismos, mayores o menores en ratas de la cepa SHR en comparación a sus
controles normotensos. Existen receptores para la vitamina 1 ,25 en el
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músculo cardíaco, liso y esquelético (Walters y col., 1986; Merke y col., 1987).
En músculo liso la vitamina 1 ,25 (OH)2 1)3 origina: 1 <~) Aumento directo de la
captación de Ca
24 en las células. 2<’) Potenciación de las respuestas contráctiles a
los agonistas circulantes (Bukoski y col., 1987; Bukoski y col., 1989a).
5.2.2.- Panel del Ca24 libre intracelular en el desarrollo de la
hiDertensión
Se han descrito perturbaciones en la membrana plasmática y sistemas de
segundos mensajeros en modelos experimentales de hipertensión, los cuales
originarían un aumento del Ca24 intracelular con el consiguiente aumento de la
contracción.
Mediante el uso de técnicas con quelantes de Ca24 fluorescentes (Quin 2,
Fura 2, Indo 1) y, midiendo la captación de 45Ca2~, se ha observado un aumento de
[Ca24J tanto en la hipertensión humana como en la hipertensión experimental.
Esta [Ca2~~~Jes el primer responsable de la actividad contráctil del músculo
liso vascular, de manera que un aumento de la [Ca24~
0~]origina un aumento del tono
vascular, elevación de la resistencia periférica y un aumento de la presión sanguínea.
Este Ca
24 citoplasmático también está implicado en el crecimiento celular y la
hipertrofia vascular, la cual origina a su vez un aumento de la resistencia periférica
(Dominiczak y Bohr, 1990). En la hipertensión humana este aumento de [Ca2~~~
1]se
ha descrito en plaquetas (Eme y col., 1984; Lindner y col., 1987) y linfocitos
(Oshima y col., 1988) y en la hipertensión experimental, utilizando las cepas SUR
y WKY, en plaquetas (Baba y col., 1990; Oshima y col., 1990), linfocitos (Furspan
y col., 1989) y músculo liso vascular (Bukoski y col., 1987; Bukoski, 1990;
Sugiyama y col., 1990; Jelicks y Gupta, 1990).
Tanto en pacientes con hipertensión esencial como en ratas de la cepa SUR,
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se han observado pocos lugares de unión a los iones Ca24 en la membrana
plasmuática de distintos tipos de células, debido probablemente a tina disminución en
la proporción de proteínas en la misma para fijar iones Ca2~ (Postnov y col., 1979;
Devynck y col., 1982; Kowarski y col., 1986). Parece ser que esta alteración en
la unión del Ca2’ al interior de la membrana plasmuática es una característica
genética de la cepa SHR, ya que este fenómeno se ha observado en la membrana
plasmática de los eritrocitos, hígado, corazón y tejido neurona) de esta cepa
hipertensa comparado con sus controles normotensos (Devynck y col., 1983; Blihíer
y col.,1986; Zemel y Sowers, 1990).
Es interesante recordar la existencia de tres procesos importantes que regulan
la concentración de [Ca2~~~
1]en el músculo liso vascular: entrada de Ca2
4 del espacio
extracelular, movilización de los lugares intracelulares de acumulación y la salida
de Ca24 del espacio intracelular al extracelular (Wuytack y Raeymaekers, 1992;
Chen y Van Breemen, 1992).
5.2.2.1- Entrada de Ca24 del espacio extracelular
Se ha comprobado que la entrada de 45Ca2~ tanto en situación basal como
inducida por agonistas, está aumentada en vasos de ratas de la cepa SUR (Cauvin
y col., 1987). Igualmente en células musculares lisas cultivadas de aorta, la
captación de 45Ca2~ está aumentada comparada con la obtenida en células de ratas
normotensas (Bukoski y col., 1987).
Se han encontrado anormalidades en la entrada de Ca? + al interior celular a
través de las dos vías más importantes de entrada, los CDR y CVD (KhaliI y col.,
1990; Wadsworth, 1990). Sin embargo, algunos autores han encontrado sólo
anormalidades en la entrada de Ca2~ a través de los canales CDR (Mulvany y
Nyborg, 1980; Van Breemen y col., 1987), al comprobar que el aumento de la
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entrada de Ca2~ inducido por NA en arteria caudal o mesentérica era superior en
los animales hipertensos y no se modificaba la producida por una solución
despolarizante de K4 (Aqel y col., 1987. Por el contrario, otros autores indican que
la sensibilidad de los CVD también está modificada en la cepa SHR, ya que el BAY
K 8644 produce respuestas contráctiles mayores en segmentos de arteria femoral de
la cepa SHR en comparación a su control (Aoki y Asano, 1986).
Mediante técnicas de “patch-clamp” se ha comprobado la existencia de dos
tipos distintos de CVD en músculo liso de vena azigos, los canales tipo L y los tipo
T (Sturek y Hermsmeyer, 1986; Hermsmeyer y Rusch, 1989). En células
musculares lisas aisladas de la vena azigos de la cepa SUR, hay una predominancia
(62%) de los canales tipo L, mientras que en células aisladas de la cepa WKY,
predominan los canales de tipo T (58%) (Rusch y Hermsmeyer, 1988; Hermsmeyer
y Rush, 1989; Hermsmeyer, 1991). Este incremento en la relación canales L
¡canales T en las SUR con respecto a las WKY aparece incluso en animales recién
nacidos (Hermsmeyer, 1991). La corriente total de Ca2~ parece ser que es la misma
en células musculares lisas de la cepa SUR y en la WKY (Rusch y Hermsmeyer,
1988). Si esto mismo sucediera en el músculo liso arterial, se podría explicar el
hecho de que los antagonistas de Ca24 tengan una potencia mayor en la cepa SHR,
ya que estos compuestos especialmente los de naturaleza dihidropiridínica, presentan
mayor afinidad por los canales de tipo L (Wadsworth, 1990).
Las alteraciones más importantes originadas en el proceso fisiopatológico de
la hipertensión en relación a los movimientos de Ca14 a nivel celular son: aumento
de la [Ca24
1~~]libre, disminución del Ca
24 unido a la membrana plasmática,
reducción de la recaptación de Ca2~ por el retículo sarcoplásmico y mayor
predominio de los CVD tipo L frente a los T (Fig. 5).
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5.2.2.2.- Liberación de Ca24 intracelular
Cuando un agonista se une a un receptor específico, la señal es transmitida
a través de las proteínas 6, produciendo la activación de la fosfolipasa C, enzima
que hidroliza el fosfatidilinositol 4,5 bifosfato formando dos productos que actúan
de segundos mensajeros: el IP
3, el cual entra en el citosol, originando la liberación
de Ca
2~ del retículo sarcoplásmico y DG que aumenta la afinidad de la protexncmnasa
C por el Ca24 (Johns y col., 1987; Dominiczak y Bohr, 1990).
El metabolismo de los fosfoinositoles está aumentado en las membranas de
los eritrocitos, plaquetas (Koutouzov y col., 1983 y 1988), músculo liso vascular de
la cepa SUR (Hehara y col., 1988; TurIa y Webb, 1990) y plaquetas de pacientes
hipertensos (Biihler y col., 1986).
El contenido de DG está aumentado en aortas de ratas jóvenes antes de
establecerse el proceso hipertensivo, mientras que en ratas viejas procedentes de la
cepa SHR, la hidrólisis de los fosfatidilinositoles es menor que en su cepa control
(Heagerty y col., 1986; Okamura y col., 1990), lo cual parece sugerir la existencia
de un defecto en el acoplamiento a los receptores del IP
3 en el retículo
sarcoplásmico del músculo liso vascular (TurIa y Webb, 1990) a medida que
aumenta la edad de las SHR.
La acumulación de DG en el tejido es responsable de la activación de la
proteincinasa C, enzima que tiene múltiples sustratos y es un elemento de regulación
de distintas funciones celulares, en particular la diferenciación y proliferación celular
por expresión del RNA mensajero mediado por el protooncogén c-myc (Armelin
y col., 1984; Nishizuka, 1984). Por ello, se puede decir que la proteincinasa C
juega un importante papel en el mantenimiento de las contracciones en el músculo
liso vascular (Danthuhuri y Deth, 1984; Rasmussen y col., 1984). Se ha demostrado
que las arterias de la cepa SUR producen respuestas contráctiles mayores a los
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ésteres de forbol, compuestos que activan directamente de la proteincinasa C
(Bruschi y col.,1988; Storni y col.,1990)
5.2.2.3.- Actividad de la ATPasa cálcica de la membrana plasmática
La AlPasa Ca24-Mg24-dependiente presenta baja actividad en la hipertensión,
probablemente por un defecto de esta bomba o por activación inadecuada, facilitando
la acumulación de Ca24 intracelular (Webb y Bhalla, 1976; Twietmeyer y col.,
1978; Resnick y col., 1986; Vizenci y col., 1986; Postnov y col., 1988).
Se han observado defectos en esta ATPasa en la membrana de las plaquetas
de pacientes hipertensos (Resink y col.,1986; Búhier y col., 1986; Zemel y Sowers,
1990) y en eritrocitos de pacientes diabéticos (Zemel y col., 1987).
5.2.2.4.- Actividad de la ATPasa Na4/ K4-dependiente en la membrana
plasmática.
Antes del asentamiento de un proceso hipertensivo, el túbulo renal de manera
anormal retiene Na4 (Bianchi y col., 1975; Mullius y col., 1982), dando lugar a una
expansión del volumen sanguíneo (De Wardener y McGregor, 1983), que origina
tres fenómenos desde el punto de vista fisiológico:
1. Inhibición de la ATPasa Na4/ K4-dependiente.
2. Natriuresis.
3. Aumento de la sensibilidad de los vasos sanguíneos a sustancias
vasoconstrictoras.
La inhibición de la AlPasa Na4/Kt-dependiente aumenta la [Na4]
intracelular, ya que esta ATPasa origina la salida de 3 Na4 y entrada de 2 K4. Esta
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inhibición da lugar a : 1<’) Despolarización. 20) Aumento de la entrada de Ca24 a
través de los canales de Ca2~. 3<’) Disminución de la salida de Ca2~ a través del
mecanismo de intercambio Na4 1 Ca24.
En los procesos hipertensivos se produce la liberación al torrente sanguíneo
de una sustancia endógena de naturaleza digitálica liberada quizás del hipotálamo o
de células de la glándula adrenal que origina la inhibición de la ATPasa Na4I K4-
dependiente (Haber y Haupert, 1987 ; Aviv y Lasher, 1990). La inhibición de la
bomba de Na4 por este factor digitálico da lugar a natriuresis en los túbulos renales,
restaurando el volumen del fluido extracelular a su nivel normal.
Aunque la bomba de Nat es la vía más importante de salida de Na4 del
citoplasma celular, existen otras dos, como son el cootransporte Na4I K4 y el
intercambio Na4-Na4 que no modifica la concentración intracelular neta de Na4
(Aviv y Lasher, 1990)
El cotransporte Nat/K4, se encuentra aumentado en células musculares lisas
de ratas de la cepa SUR en comparación con la cepa normotensa incluso en un
medio deficiente en Ca24 (Tokushige y col., 1986; Shiffman y Bose, 1988).
5.2.3.- Reeulación del oH intracelular en la hipertensión
El H4 parece tener una especial importancia en el desarrollo de los procesos
hipertensivos, al comprobarse que el pH plasmático afecta al tono del músculo
vascular de los lechos de resistencia, así como a la regulación de los movimientos
de Na4 en el riñón. Igualmente se ha observado que el pH es un eslabón en el
estímulo del crecimiento celular (Moolenaar y col., 1982; Ponyssegur, 1982).
El principal sistema para mantener el pH celular es el mecanismo de
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intercambio Na4-H4 sensible a amniloride. Este sistema permnite la salida de Na4 al
medio extracelular y puede estar regulado por agentes mitogénicos y hormuonas
vasoactivas. Así, en segmentos vasculares de resistencia, la angiotensina II, NA y
vasopresina pueden disminuir el pH intracelular (Aalkjaer y Gragoe, 1988; Aalkjaer
y Mulvany, 1988).
Otro sistema de mantenimiento del pH intracelular es el sistema de transporte
de C0
31-¡ que opera originando la salida de iones C¡ al espacio extracelular y la
entrada de iones CO3H (Aalkjaer, 1990).
Se ha comprobado en la hipertensión esencial un aumento del sistema de
intercambio Nat~H
4 en eritrocitos (Canessa y col., 1980; Postnov y col., 1988) y
en células musculares lisas cultivadas de ratas SUR frente a sus controles (Kuryyama
y col., 1988).
Debido a que el metabolismo del Ca2~ es sensible a los cambios en el pH
intracelular, es posible que una alteración en la regulación de éste forme parte de
los mecanismos involucrados en los movimientos de Ca?4, los cuales se encuentran
alterados en los procesos hipertensivos (Dahí y col., 1967; De Wardener y
McGregor, 1983; Haddy y Pammani, 1985; Aalkjaer, 1990).
5.2.4.- Modificaciones de la reactividad vascular en la hipertensión
La hipertensión origina cambios variables en las respuestas vasculares a
diferentes agentes que dependen de varios factores como el pretratamiento de los
vasos, el tipo de vaso y el modelo de animal hipertenso. En la mayoría de los
estudios de reactividad vascular, el animal prototipo utilizado es la cepa SUR que
se compara con su control WKY.
En hipertensión, en general, se observa una mayor sensibilidad a los
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estímulos vasoconstrictores (Liischer y Vanhoutte, 1986; Lúscher y col., 1988;
Shirasaki y col., 1988), mientras que las respuestas vasodilatadoras se encuentran
atenuadas. Así, se ha descrito que las respuestas vasoconstrictoras originadas por La
NA y el ¡‘C4 son mayores en la cepa SHR que WKY (Pang y Sutter, 1981; l-lolck,
1988; Bolzon y Cheung, 1989). Estos cambios a menudo preceden o son paralelos
al desarrollo de la hipertensión, aunque no son el producto de un aumento de la
presión sanguínea “per se’ (Mulvany y Nyborg, 1980; Konishi y Su, 1983; Winquist
y col., 1984; De Mey y Gray, 1985).
Las relajaciones dependientes de endotelio producidas por vasodilatadores
como la acetilcolina, A 23187 e histamina están disminuidas tanto en vasos de
resistencia como en arterias de gran diámetro en animales hipertensos en relación
a sus controles normotensos. Este hecho ha sido descrito en vasos de modelos de
animales con hipertensión genética, renal o inducida por mineralcorticoides. Por otro
lado, los vasodilatadores como el nitroprusiato sódico o la adenosina que originan
relajaciones independientes de endotelio no modifican su respuesta en los procesos
hipertensivos. Esto hace suponer que las alteraciones originadas en el endotelio
vascular como consecuencia de la hipertensión, tienen una importancia relevante en
las respuestas vasculares inducidas por distintos agentes vasodilatadores (Nakamura
y Prewitt., 1991; Shimamura y col., 1991; Yang y col., 1991).
Los antagonistas de Ca24 como nifedipina, verapamil y diltiazem originan
mayores efectos en animales de la cepa SUR (Hulthen y col., 1982; Takata y
Hutehinson 1983; Narita y col., 1983), ratas hipertensas renales (Kubo y col., 1981)
y ratas DOCA (Arvola y col., 1992) en relación a sus animales controles. En
segmentos de aorta o de arteria mesentérica de SUR, la contracción inducida por
NA fue más sensible a los efectos inhibidores de nifedipina, nimodipina, nicardipina,
diltiazem, verapamil o gallopamil en comparación a sus controles (Kazda y col.,
1985; Asano y col., 1988; Atkinson y col., 1988; Boonen y De Mey, 1990).
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El BAY K 8644 origina una contracción mnayor en segmentos de la arteria
femoral de la cepa SI-IR que en sus controles (Aoki y Asano, 1986), mientras que
no se observan cambios en segmentos de arteria aorta, muesentérica y arteria de la
cola de la rata (Aqel y col., 1986; Bolzon y Cheung, 1989).
Huang y col. (1987) han aislado un péptido de los eritrocitos de ratas
pertenecientes a la cepa SHR. Este péptido aumnenta la captación de Cá2~ en los
segmentos aórticos, dando lugar a un incremento prolongado de la presión sanguínea
cuando es inyectado en animales normotensos (McCumbee y Wright, 1985;
MeCumbee y col., 1987). Este péptido está también presente en la sangre de
animales normotensos, pero a concentraciones significativamente menores que las
obtenidas en ratas hipertensas. Se ha observado que este péptido tiene efectos
similares al BAY K 8644, y se ha sugerido que puede actuar como modulador
endógeno de los canales de Ca24.
5.3.- Endotelio vascular e h¡uertensión
Los vasos de animales con hipertensión experimental sufren cambios
morfológicos que afectan a la capa íntima del endotelio y a las células del músculo
liso vascular. Las células endoteliales sufren alteraciones en su tamaño, forma y
citoplasma (Haudenschild y col., 1979; Majno y col., 1988; Guyton y col., 1990).
Los procesos hipertensivos han sido relacionados con un aumento del
recambio de las células endoteliales permitiendo un incremento de la permeabilidad
de las moléculas (Wu y Bohr, 1990). Se produce un aumento en la adhesión de
monocitos al endotelio, así como una migración de estas células a capas
subendoteliales (Chobanian y col., 1989 ; Clozel y col., 1991). En la ateroesclerosis
experimental, se observan interacciones similares entre las células mononucleares
y la pared del vaso (Chobanian y col., 1986). Se ha comprobado experimentalmente
que la hipertensión acelera el desarrollo de cambios ateroescleróticos vasculares
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(Chobanian y col., 1989), en donde además de migración de monocitos y
macrófagos, se produce liberación de factores de crecimiento endoteliales junto a
una contribución plaquetaria (Heistad y col.,1991). Los cambios estructurales y
bioquímicos sufridos por la íntima y media producen hipertrofia e hiperpíasia de las
células correspondientes (Haudenschild y col., 1979; Bachmann y col., 1992; Peiró
y col., 1 992). Shepherd (1990) propuso que estas anormalidades en las células
endoteliales son causantes del aumento en la resistencia vascular sistémica, que
origina un incremento de la presión arterial.
En pacientes hipertensos y en distintos modelos de hipertensión, se ha
descrito una disminución en las relajaciones dependientes de endotelio (Lockette y
col., 1986; Van de Voorde y Leusen, 1986; Lúscher y Vanhoutte, 1987; Jameson
y col., 1990; Panza y col., 1990; Nakamura y col., 1991; Shimamura y col.,1991;
Yang y col., 1991) y un aumento en las contracciones inducidas por agonistas
(Lúscher y Vanhoutte, 1986; Lúscher y col., 1988; Shirasaki y col. 1988). Algunos
autores han descrito que en arterias de la resistencia de la cepa SUR las relajaciones
dependientes de endotelio no siempre van a estar disminuidas sino que van a
depender del agente vasoconstrictor utilizado (Li y Bukoski, 1993).
La reducción de las relajaciones dependiente de endotelio parece ser
secundario a la hipertensión mantenida. Esta reducción se origina como resultado
de una producción anormal de EDRF, una difusión alterada a través de la pared
anormal del vaso (Van de Voorde y col. ,1988) o una respuesta menor del EDRF en
el músculo liso vascular (Rau, 1991). Algunos autores han descrito la existencia en
la hipertensión de una disminución en la producción de EDRF y GMPc (Otsuka y
col., 1988; Shirasaki y col., 1988; Angus y Cooks, 1989; Nakamura y Prewitt,
1991), aunque otros autores (Angus y col. 1988) no han encontrado disminución en
la liberación basal del EDRF en la cepa SUR. Este hecho se corrobora con los
estudios llevados a cabo por Yamazaki y col. (1991) con L-NMMA, un inhibidor
de la síntesis de NO, que origina un efecto hipertensivo mayor en ratas viejas Sl-IR
- 55 -
que en sus controles.
Se ha supuesto que cambios genéticos en la hipertensión pueden generar la
formación de factores contráctiles y mitógenos, los cuales atmmentan las respuestas
vasoconstrictoras y disminuyen la luz del vaso (Lee y col., 1987; Lúscher y col.,
1989; Sánchez-Ferrer y Marín, 1990). En pacientes con hipertensión se ha descrito
un ligero aumento de los niveles plasmáticos de endotelina 1 (Shichiri y col., 1990),
aunque la concentración plasmática estuvo disminuida en la cepa SUR y no
modificada en las ratas hipertensas DOCA (Suzuki y col., 1990; Bolger y col.,
1991).
5.4.- Disfunciones adrenér2icas en la hinertensión
En base a estudios realizados en modelos de animales con hipertensión
genética, así como en pacientes hipertensos, se han descrito cuatro hipótesis que han
puesto de manifiesto el papel importante de la actividad adrenérgica en la
patogénesis de las elevaciones de la presión sanguínea de tipo genético:
La actividad simpática está aumentada, tanto en pacientes hipertensos
como en distintos modelos de hipertensión (Goldstein, 1983; Westfall y col., 1984),
como refleja el aumento de los niveles de NA en el sistema nervioso central y en la
liberación de catecolaminas.
2.- La denervación de los nervios simpáticos renales puede prevenir o
disminuir el comienzo de la hipertensión (Norman y Dzielak, 1982).
3.- Los agentes simpaticolíticos como el propanolol (antagonista f3-
adrenérgico no selectivo) pueden prevenir o disminuir la hipertensión (Weissinger,
1984; Borkowski y Quinn, 1985).
4.- La inhibición de síntesis de catecolaminas por tratamiento con un
inhibidor de la dopamina ¡3-hidroxilasa puede atenuar el desarrollo de la hipertensión
y disminuir la presión sanguínea en animales hipertensos (Ohístein y col., 1987).
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Estudios farmacológicos, fisiológicos y bioquímicos indican que en los
procesos hipertensivos, la actividad de los adrenoceptores % postsinápticos está
aumentada tanto en ratas hipertensas (Mulvany y Nyborg, 1980; Katovich y col.,
1984) como en pacientes hipertensos (Philipp y col.. 1978; limura y col., 1984),
mientras que la actividad de los adrenoceptores fi está disminuida. En la hipertensión
experimental, este fenómeno está asociado a una reducción en el número de
receptores fi-adrenérgicos (Michel y col., 1990) y en la producción del segundo
mensajero asociado, el AMPc, mientras que el número de receptores a1 adrenérgicos
permanece constante o incluso está aumentado, así como la síntesis de los segundos
mensajeros asociados IP3 y DG (Okamura y col., 1990; De Champlain, 1990). Estas
observaciones indican que esta alteración en el balance de las actividades de estos
receptores adrenérgicos postsinápticos, promueven los efectos presores del sistema
simpático.
Por otra parte, la activación del mecanismo de formación de fosfoinositoles,
produce una acción trófica potente en los miocitos cardíacos y vasculares que junto
al predominio del sistema c~-adrenérgico favorece el desarrollo de hipertrofia
cardíaca y vascular observada en la hipertensión (De Champlain, 1990).
El aumento del metabolismo de fosfatidilinositoles puede explicar el
incremento de la reactividad vascular a varios agentes vasoconstrictores como NA,
angiotensina y vasopresina, permitiendo al estar aumentado el metabolismo de estos
compuestos, un incremento en la formación de los segundos mensajeros IP3 y DG
(Mila y col., 1990; Okamura y col., 1990; Turla y Webb, 1990). Por otro lado, la
producción crónica de IP3 podría favorecer un aumento de la [Ca24~~Jlibre, dando
lugar a una estabilización de la hipereactividad del tejido vascular y cardíaco. Esta
situación también puede promover el desarrollo y mantenimiento de la hipertensión
por un aumento de la resistencia periférica y contractilidad cardíaca (Berridge, 1989;
De Champlain, 1990).
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La producción crónica de DG puede producir un aumento del pH intracelular
activando el intercambio Na4-H4, al ser estimulada la proteincinasa C. Este
mecanismo podría favorecer el desarrollo de hiperpíasia celular del músculo liso
vascular y cardíaco, favoreciendo un aumento de la síntesis de proteínas, de
protooncogenes facilitando así el desarrollo de la hipertrofxa que aparece en la
hipertensmon
5.5.- Sistema renina-an2iotensina en la hipertensión
El sistema renina-angiotensina parece jugar también un papel importante en
los procesos hipertensivos debido a su implicación en el control de la presión arterial
y el volumen del fluido corporal (Dzau, 1989; Ferrario, 1990; Thind, 1990;
Admiraal y col., 1990).
Este sistema está formado por renina, angiotensinógeno, angiotensinas (1 y
II), enzima convertidor de angiotensina que cataliza la conversión de A 1 en A II.
La liberación de renina, controlada por el aparato yuxtaglomemlar renal, inicia una
serie de acontecimientos que dan lugar a la formación de A 1 que se transforma en
A II y ésta a su vez en A III, compuesto menos potente que el anterior (Ferrario,
1990; Thind, 1990; Antonaccio y Wright, 1990).
El sistema renina-angiotensina está regulado por distintos factores como la
isquemia renal, alteraciones de la presión y volumen sanguíneo, así como por la
disminución la concentración sanguínea de Na4. Estos factores facilitan la liberación
de renina con la consiguiente formación de A 1 y A II. La A II es un potente
vasoconstrictor que estimula la síntesis y liberación de aldosterona de la glándula
adrenal, sustancia capaz de retener iones Na4 (Antonaccio, 1982; Antonaccio y
Wright, 1990).
El sistema renina-angiotensina parece que no sólo está presente en el riñón,
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sino también en tejidos extrarrenales corno corazón, glándulas adrenales, cerebro y
vasos (Corvol y col., 1989; Dzau, 1989; Ferrario, 1990; Antonaccio y Wright,
1990). En los vasos presenta una localización adventiciomedial, pudiendo tener un
papel importante en la regulación de la función simpática. Además, la A II estirnula
el crecimiento y proliferación celular vascular y cardíaca , dando lugar a hipertrofia
e hiperpíasia (Dzau, 1989; Ferrario, 1990; Antonaccio y Wright, 1990).
El enzima convertidor parece estar involucrado en el tono vascular
dependiente de endotelio (Levy y col., 1990). Los inhibidores del sistema renina-
angiotensina han sido utilizados en el tratamiento de la hipertensión, ya que
disminuyen la presión arterial tanto en personas normotensas como hipertensas
(Brodgen col., 1988; Thind, 1990; Antonaccio y Wright, 1990). El mecanismo de
acción de estos compuestos parece ser que no está sólo relacionado con el nivel de
actividad basal de renina plasmática, sino con acciones a nivel tisular y en los
centros nerviosos simpáticos con disminución de su actividad dando lugar a una
reducción de la síntesis local de A II (Becker y col., 1989; Unger y Gohlke, 1990;
Ferrado, 1990; Antonaccio y Wright, 1990; Bottari y col., 1993).
6.- CAMBIOS CARDIOVASCULARES ASOCIADOS CON LA EDAD
La edad esta asociada a cambios marcados en el sistema cardiovascular,
especialmente en la estructura y función de las arterias. La pared arterial acumula
colágeno, lípidos y minerales (Masero y col., 1981), dando lugar a una disminución
de su elasticidad. Este aumento de rigidez vascular origina un aumento de la presión
sistólica a lo que probablemente también contribuye la disminución de la sensibilidad
de los barorreceptores (Julius, 1988). Jackson (1989) postuló que un defecto en el
sistema cardiovascular originado por una reducción de las prostaglandinas
endógenas, podría contribuir a un empeoramiento de la hipertensión y a
complicaciones cardiovasculares a medida que aumenta la edad del individuo.
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En animales de laboratorio, las vasoconstricciones inducidas por NA
disminuyen con laedad (Docherty, 1986; Fleisch, 1980; Vanlmoutte, 1988; Murohara
y col., 1990). Se ha observado una disminución en la sensibilidad y en la
contracción máxima debido a una reducción del númnero de receptores adrenérgicos
de reserva (Wanstall y O’Donnell, 1988). Otras respuestas contráctiles mediadas por
receptores, muestran pequeños cambios o no modificación con la edad (Fleisch,
1980; Vanhoutte, 1988; Wanstall y O’Donnell 1989). Las relajaciones
independientes de endotelio también están disminuidas con la edad (Fleisch, 1980;
Tsujimoto y col.,1986; Toda y col., 1987; Hongo y col., 1988; Mayhan y col.,
1990). Sin embargo, el efecto de las respuestas relajadoras mediadas por el endotelio
varían con la especie y el lecho vascular (Vanhoutte, 1988; Hynes y Duckles, 1987).
Así, mientras algunos autores han demostrado que las relajaciones dependientes de
endotelio mediadas por receptores muscarínicos, disminuyen progresivamente con
la edad (Konishi y col., 1983; Shimizu y Toda, 1986; Toda y col., 1987), otros
muestran que éstas se incrementan en animales viejos (Hynes, 1987; Dohi y col.,
1990). Por el contrario, las contracciones dependientes de endotelio mediadas por
receptores muscarinicos están aumentadas tanto en ratas normotensas como
hipertensas viejas, debido a la liberación de productos de las células endoteliales por
la vía de la ciclooxigenasa (Koga y col., 1988, 1989).
En las ratas viejas, el Ca24 almacenado en los lugares intracelulares tiene
especial importancia en las contracciones inducidas por NA (Carrier y col., 1979).
La sensibilidad al efecto depresor de los antagonistas de Ca24, es probablemente alta
debido a una disminución en la reserva de los receptores ¿~-adrenérgicos, (Wanstall
y O’Donnell, 1988; Holck, 1988; Kojima y col., 1989), hecho que ha favorecido el
tratamiento de la hipertensión en pacientes de edad avanzada con fármacos
bloqueantes de la entrada de Ca24 (Wei, 1989; Calvo-Gómez y col., 1992). Sin
embargo, cuando se estudió el efecto del diltiazem en segmentos contraídos con 5-
HT o altas concentraciones de K4, no se incrementé a medida que aumentaba la
edad del animal, lo que hace suponer que la edad también puede causar una
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disminución en la potencia de los antagonistas de Ca24, posiblemente por una
disminución de la afinidad de estos fármacos a sus sitios de unión en los canales de
Ca24 (Wanstall y O’Donell, 1989).
Por otra parte, las respuestas contráctiles inducidas por K~, Cl Ca, o BAY
K 8644, están disminuidas en aortas de ratas viejas (Wadsworth, 1990). Además,
el BAY K 8644 sólo es capaz de originar contracción en aortas de ratas viejas,
cuando se ha producido una despolarización parcial de éstas (Wanstall y O’Donnell,
1989). En otros vasos, la respuesta de este agonista de Ca2~ no varía con la edad
(Sakai y col., 1992). Estos dos hechos demuestran que el potencial de membrana en
estado de reposo en la aorta puede ser más negativo en preparaciones de ratas viejas.
De esta manera, las respuestas vasculares en la aorta de rata a fármacos
vasoactivos (contráctiles o relajantes), que actúan a través de mecanismos mediados
por activación de CVD o CDR, pueden ser dependientes de la edad.
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OBJETIVOS
Para que el proceso de contracción tenga lugar en el músculo liso vascular,
es necesario que exista un aumnento de [Ca24~~j.Este aumento de [Ca2~~~]se produce
por distintas vías, dependiendo del lecho vascular y del agente vasoconstrictor
utilizado
Cuando la contracción del músculo liso vascular se origina mediante
despolarización con KV se ha postulado que la entrada de Ca24 del espacio
extracelular se efectúa a través de los canales de Ca24 voltaje-dependiente (CVD)
(Hurwitz, 1986), mientras que en la respuesta producida por la NA esta entrada se
realiza, principalmente a través de los canales dependientes de receptores (CDR)
(Khalil, 1987). Se ha de indicar que algunos autores han sugerido la posibilidad de
que la aperttmra de estos últimos canales estaría asociada en una segunda fase a la
apertura de canales voltaje-dependientes, a través de los cuales se produciría la
entrada de Ca24 del medio extracelular (Nelson y col., 1990). Asimismo se ha
descrito que el efecto vasoconstrictor de la NA, produce además la liberación de
Ca24 secuestrado en los depósitos intracelulares, que participa en la contracción
inducida por este agonista (Berridge, 1989; Abdel-Latif, 1986; Rasmussen, 1986;
Chiu y col., 1987; Marín, 1988; Abkar y col., 1989).
El objetivo de este trabajo es analizar la influencia de la edad, la hipertensión
y el endotelio sobre las respuestas vasculares inducidas por dos moduladores de la
entrada de Ca24, nifedipina y BAY K 8644, que la inhibe y la favorece
respectivamente. Para ello se se ha utilizado la arteria aorta con y sin endotelio de
ratas procedentes de las cepas SHR y WKY de animales de diferentes edades (5
semanas, 3 meses, 6 meses, 1 año y 1,5 años). Se optó por la utilización de la cepa
SHR y su control WKY por ser uno de los modelos de hipertensión genética más
utilizado en la experimentación animal.
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Los objetivos concretos lueron analizar la influencia de la hipertensión, la
edad y el endotelio sobre:
La respuesta vasodilatadora inducida por nifedipina en segmentos aórticos
procedentes de las cepas SHR y WKY precontraidos con NA 10<’ M o K4 50 mM.
2.- La respuesta vasoconstrictora inducida por BAY K 8644 en segmentos
aórticos, en situación basal y después de una despolaración parcial con K4 15 mM,
procedentes de las cepas SHR y WKY.
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MATERIAL Y METODOS
En la realización de este trabajo, se han empleado corno animales de
experimentación, ratas de ambos sexos pertenecientes a dos cepas, SHR (ratas
espontáneamente hipertensas de Aiko-Okamoto) y WKY (Wistar-Kyoto), utilizada
como control de las anteriores. La cepa SHR es el modelo de hipertensión genética
mejor conocido.
El peso de los animales fue variable, ya que el estudio se realizó a distintas
edades, utilizándose animales de 5 semanas, 3 meses, 6 meses, 1 año y 1,5 años,
los cuales han sido suministrados por el animalario de la Facultad de Medicina de
la Universidad Autónoma de Madrid.
Las ratas se sacrificaron mediante inhalación de éter etílico y posterior
sangría por sección de la carótida. A continuación, se disecó cuidadosamente la
aorta, tanto su porción torácica como abdominal, y posteriormente se seccionó en
segmentos de 4 mm de longitud en una cápsula de Petri que contenía una solución
Krebs-Henseleit (K-H) a 40 C, y se eliminaron los posibles restos hemáticos y la
grasa adherida a los vasos.
Estos segmentos arteriales permanecieron en esta solución hasta su utilización
en el mismo día o el día siguiente, después de haberse comprobado que su respuesta
vascular no sufría modificación alguna en su reactividad vascular frente a una
solución despolarizante de ClIC 75 mM.
La composición del K-H, expresada en concentración mM, fue la siguiente:
-CINa 115
-CIK 4,6
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-CI2Ca .2,5
-P04112 K 1,2
-SO4Mg.7H20 1,2
- CO3 liNa 2,5
- Glucosa .1,1
-EDTANa 0,01
El EDTA Na0 se añadió con el fin de retrasar la oxidación del grupo catecol.
La solución K-H se preparó diariamente a partir de soluciones concentradas,
excepto la glucosa que se añadió la cantidad necesaria en el momento de la
preparación del K-H.
1.- ESTUDIO DE LA REACTIVIDAD VASCULAR
Con el objeto de estudiar la reactividad vascular en estos vasos, se empleó
el método descrito por Nielsen y Owman (1971). Para ello, se introdujeron por la
luz de los segmentos cilíndricos de aorta de rata dos alambres rígidos de acero (600
pm de diámetro), uno de los cuales estaba fijo a la pared del baño y el otro, que se
podía desplazar paralelamente al anterior estaba unido a un transductor de fuerza
(Grass FT 3C o Laica TRIOl 1). Este transductor se conectaba a un polígrafo (Grass
7D o Letica 4000) en donde se registraban los cambios de tensión (Fig.6).
Los segmentos arteriales se introdujeron en un baño de órganos que contenía
5 ml de la solución K-H a 37W burbujeada constantemente con carbógeno (95 % 02
y 5% CO,), proporcionando éste al medio un pH entre 7,3 y 7,4. A dichos
segmentos se les aplicó una tensión inicial de 1,5 g, que se reajustó periódicamente
cada 15 minutos hasta conseguir su estabilización, lo que se consiguió al cabo de
unos 90 mm.
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Posteriormente y para verificar la presencia o ausencia de endotelio vascular,
se adicionó al baño NA 10<’ M y una vez alcanzado un techo de contracción estable,
se adicionó acetilcolina (ACh) 1W M. Se consideró que los segmentos tenían
endotelio, cuando la contracción residual obtenida en presencia de ACh fue menor
del 50% del tono alcanzado por la NA. En aquellas arterias, en las que la
contracción residual era mayor del 50% se procedió a la eliminación del endotelio
residual. Para ello, se sometieron los segmentos arteriales a la acción de una
solución de saponina (0,3 mg/ml K-H) (Samata y col., 1986), durante 15 mm y
después, se comprobó la ausencia de endotelio por el procedimiento anteriormente
descrito. Se investigó previamente, que este procedimiento de desendotelización no
alteraba las respuestas vasoconstrictoras independientes de endotelio.
En algunos casos, para confirmar la presencia o ausencia de endotelio, se
usaron métodos histológicos según la técnica de tinción descrita por Caplan y col.,
(1974). Para ello, al final del experimento, los segmentos se abrieron
longitudinalmente, fijándose a un soporte, de manera que quedara visible su
superficie interna. Los segmentos se lavaron en una solución de glucosa al 5% y se
sometieron durante 40 seg a una solución de nitrato de plata. Más tarde, se lavaron
varias veces con glucosa al 5%, para eliminar el exceso de nitrato de plata, y se
revelaron por exposición durante 12 mm a luz ultavioleta. La observación de los
vasos con un microscopio óptico, mostró un mosaico de células poligonales si las
arterias tenían endotelio, debido al depósito de nitrato de plata en las membranas de
las células endoteliales.
Después de comprobar la presencia o ausencia de endotelio, se realizaron las
correspondientes curvas concentración-respuesta del fármaco a estudiar, no
sobrepasando el volumen añadido el 5% del volumen inicial del baño. En cada
segmento arterial se realizó una única curva concentración-respuesta a los
moduladores de la entrada de Ca24 debido a que sus efectos se mantenían durante
largo tiempo.
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Fig.6.- Esquema de la preparación experimnental para el estudio de la
contracción isométrica de los segmentos vasculares.
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¡.1.- Estudio de las resDuestas al anta2onista de Ca2* nifedinina
Para estudiar los efectos vasodilatadores de este fármaco en los distintos
grupos experimentales, se efectuaron curvas concentración-respuesta en segmentos
aórticos previamente contraídos con una solución de K4 50 mM o con NA 10<’ M
con objeto de estudiar el efecto de la nifedipina sobre las respuestas inducidas por
activación de los CVD o los CRD, respectivamente.
Las curvas concentración-respuesta a nifedipina se realizaron administrando
concentraciones crecientes y acumulativas una vez alcanzado el techo de
concentración estable con K4 50 mM o NA io~ M. El intervalo de administración
de cada concentración fue de 20 a 25 mm.
Las respuestas vasodilatadoras se expresaron en porcentaje de la contracción
inducida por el tono previo con NA 10<’ M o K4 50 mlvi.
Para profundizar en el estudio del papel del endotelio sobre las respuestas
vasodilatadoras de este antagonista de Ca24, se eligió como grupo experimental a
ratas que tuvieran 6 meses de edad, al considerarse que era un grupo de edad
intermedio. En cada experimento los segmentos arteriales se dividieron en varios
grupos, unos segmentos arteriales se trataron con L-arginina 10~ M, precursor
fisiológico del óxido nítrico (Palmer y col. 1988), otros con L-NAME l0~ M (Nc -
nitro-L-arginina metí-éster), inhibidor de la síntesis de óxido nítrico (Rees y col.,
1990) y otros con L-arginina l&~ M más L-NAME lO~ M, además del
correspondiente grupo control. La L-arginina se administró 15 mm antes de inducir
el tono contráctil con K4 50 mM, el L-NAME 25 mm antes de la administración de
K4 50 mlvi o NA y cuando se utilizaron los dos agentes conjuntamente, primero se
administró la L-arginina y 10 mm después L-NAME. En todos los casos, después
de obtener el techo de contracción con NA o K4, se efectuaron las correspondientes
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curvas concentración-respuesta a nifedipina.
1.2- Estudio de las resouestas al aponista de Ca24 BAY It 8644
Las curvas concentración-respuesta a este fármnaco en los distintos grtmpos de
segmentos arteriales se efectuaron de forma creciente y actmmulativa en situación
basal o con una previa despolarización de la memubrana con una solución de K4 15
mM. El intervalo de administración de cada concentración de fármaco fue de 20 a
25 mm.
Las respuestas contráctiles se expresaron en porcentaje de la contracción
previa inducida por una solución de K4 75 mM.
2.- MEDIDA DE LA PRESION ARTERIAL EN LAS RATAS
Para analizar si la presión arterial de las ratas era la misma a lo largo de la
edad y y su variación en función del tipo de cepa, se utilizaron ratas de 5 semanas,
3 meses, 6 meses, 1 año y 1,5 años de las cepas SUR y WKY.
Los animales se anestesiaron con una solución de pentobarbital (50 mg/Kg
peso del animal). Una vez anestesiado el animal, se situó en una mesa en posición
decúbito supino. Posteriormente se efectuó una incisión en la zona ventromedial del
cuello, procediéndose a separar y cortar la piel dejando visible la arteria carótida.
Se pasaron dos hilos por debajo de ésta, ligando la parte distal y dejando iniciado
un nudo en la parte proximal para la posterior ligadura de una cánula. Una vez
preparada la arteria carótida de esta manera, se cortó la circulación por la parte
superior. Se seccionó parcialmente en la arteria carótida, a través de la cual se
introdujo una cánula de plástico conectada a un transductor de presión (Viggo-
Spectramed), unido éste a un polígrafo (Grass 7 E). A través de una toma lateral,
se administró previamente una solución de heparina sódica disuelta en K-H (50 jxl/
50 mí) con el fin de evitar la posterior coagulación sanguínea.
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3.- FARMACOS EMPLEADOS
Los fármacos empleados en este trabajo fueron los siguientes:
- Acetilcolina, cloruro de (Sigma)
- L-arginina (Sigma)
- N-nitro-L-arginina metil éster, clorhidrato de (L-NAME) (Sigma)
- BAY K 8644 (Bayer)
- Nifedipina (Bayer)
- Noradrenalina, clorhidrato de (Sigma)
- Saponina (Sigma)
Las soluciones de todos estos fármacos se prepararon cada día a partir de
soluciones madre (10.2 M) que estaban en el frigorífico a -200C. El disolvente
utilizado para preparar las soluciones madre fue agua destilada, excepto la NA que
se preparó en una solución salina (0,9 %) conteniendo ácido ascórbico (0,01 %
peso/volumen), para evitar la oxidación del grupo catecol, y la nifedipina y el BAY
K 8644 que se disolvieron en etanol (99,5 %). El BAY K 8644 y la nifedipina son
sustancias fotosensibles, por lo que fue necesario trabajar con ambos fármacos bajo
luz de sodio para evitar su degradación.
4.- ANALISIS ESTADISTICO
Los porcentajes, las medias y los errores estándar se calcularon con el
programa Statworks de Appel Computer.
La significancia entre grupos se determinó por el análisis de la t de Student,
considerándose significativo el valor de p < 0,05. Para estudiar la influencia de la
cepa, el endotelio y la edad, en las respuestas a los moduladores de la entrada de
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Ca2~ se realizó, además, un análisis de la varianza (ANOVA). Considerándose
igualmente significativo el valor de p< 0,05. Para realizar este estudio se utilizó
el programna Statview de Apple Computer.
Se realizaron dos tipos de ANOVA, uno de dos factores y el otro de tres. En
el análisis de dos factores, tino de ellos fue siempre la concentración del fármaco y
el otro fue o bien el estado del vaso (presencia o no de endotelio), la cepa o la edad
del animal. En el ANOVA de tres factores los datos de las dos cepas, los
correspondientes a las cinco edades y los de los segmuentos con y sin endotelio se
combinaron y analizaron para cada concentración de fármaco.
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RESULTADOS
1.- EVOLUCIÓN DE LA PRESION SANGUINEA
Antes de efectuar el estudio en las ratas WKY y SHR de 5 semanas, 3 mneses,
6 meses, 1 año y 1,5 años, se procedió a medir la presión sistólica, con el objeto
de comprobar si realmente existían diferencias entre la cepa hipertensa y
normotensa. Los datos obtenidos muestran que la presión de las ratas de la cepa
SHR de 3 meses, 6 meses, 1 año y 1 ,5 años es significativamente superior a las
correspondientes de las ratas WKY (Fig. 7).
Para analizar si a medida que aumentaba la edad se modificaba la presión
sistólica, en cada una de las cepas y si entre ellas existía una diferencia significativa
en función de la edad, se realizó una t de Student. En la cepa SUR se observaron
diferencias entre cada una de las edades y la de 5 semanas. Por el contrario, en la
cepa WKY sólo se obtuvieron diferencias significativas entre las ratas de 3 meses
y 5 semanas (Fig. 7).
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Fig. 7.- Valores medios de la presión arterial obtenidos en ratas de 5 semanas
(5), 3 meses (NI), 6 meses, 1 año (A) y 1,5 años de las cepas Sl-IR y WKY. Las
barras verticales indican el error estándar para cada valor medio. El número de ratas
utilizadas en cada caso estuvo comprendido entre 3 y 5.
*Representa la significancia entre los valores en la cepa SUR y WKY y +
la significancia con respecto al correspondiente grupo de 5 semanas . p < 0.05.
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2.- CURVAS CONCENTRACION-RESPUESTA A NIFEDII>INA
Con el fin de estudiar la influencia de los distintos factores analizados en este
trabajo sobre la respuesta vasodilatadora inducida por el antagonista de Ca24
nifedipina, se realizaron curvas concentración-respuesta a este fármaco en segmentos
cilíndricos de aorta, procedentes de ratas WKY o Sl-IR de 5 semanas, 3 meses, 6
meses, 1 año y 1,5 años con o smn endotelio, previamente contraídos con NA 10<’
Mo K4 50 mM.
Los valores de las contracciones inducidas por NA 10<’ M y K4 50 mM, en
los diferentes grupos experimentales se indican en la Tabla 1.
2.1.- Influencia de la cena sobre las curvas concentración-respuesta a
nifedinina
Para analizar si se observaba un comportamiento distinto de la nifedipina en
función de que los animales presentaran o no hipertensión, se efectuó un estudio
comparativo de los efectos vasodilatadores producidos por este antagonista entre
arterias procedentes de ratas de las cepas SUR y WKY.
2.1.1.- Arterias precontraidas con K4 50 mM
En segmentos arteriales con o sin endotelio de 5 semanas no se observaron
diferencias importantes entre las SUR y WKY (Fig. 8). Cuando se efectuó el análisis
de la varianza de dos factores, tampoco se observaron diferencias en función de la
pertenencia a una u otra cepa (Tabla 2).
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A los 3 meses, los segmentos con endotelio de las ratas SHR presentaban un
efecto relajante mayor a nifedipina que los de WKY, existiendo diferencias
significativas a concentraciones bajas (lo-mQ a l0’~ M). Sin embargo, en los
segmentos sin endotelio, la relajación fue mayor en las WKY que en SHR a
concentraciones altas (10’< y 106 M) (Fig. 9). Cuando se realizó el análisis de la
varianza de dos factores, no se observaron diferencias en la respuesta vasodilatadora
originada por la nifedipina entre la cepa SHR y WKY, probablemente por la
dirección opuesta de las variaciones en los segmentos con y sin endotelio cuando se
analizó sólo el factor cepa, pero esta diferencia se convirtió en significativa cuando
el factor cepa se analizó con la concentración de nifedipina utilizada (Tabla 2).
A los 6 meses el efecto vasodilatador de la nifedipina se incrementó
significativamente en los segmentos con endotelio de la cepa SHR a concentraciones
io~~~io<’ M, mientras que en segmentos sin endotelio la relajación fue mayor en las
WKY aunque sólo fue significativa a la concentración de 10~ M de nifedipina (Fig.
10). El análisis de la vatianza no dió significativo por la misma razón que a los tres
meses.
Al año de edad (Fig. 11), el efecto vasodilatador producido por
concentraciones altas de nifedipina (l09~10ó NI) tanto en segmentos con endotelio
como sin endotelio, fue significativamente mayor cuando las ratas pertenecían a la
cepa WKY en comparación a las SHR. El análisis de la varianza mostró claramente
(p= 0,018) las diferencias en función de la cepa estudiada (Fabla 2).
En ratas más viejas (1,5 años) las relajaciones a nifedipina fueron menores
en arterias de ratas WKY que en SUR sólo cuando los segmentos presentaban
endotelio (Fig. 12). El análisis de la varianza de dos factores, dio como resultado
un valor de p = 0,001, de manera que a esta edad el comportamiento vasodilatador
de la nifedipina dependió también del tipo de cepa (Tabla 2).
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El análisis de la varianza de dos factores, mostró que tanto en los segmentos
que presentaban endotelio como en los que carecían de éste, las respuestas
vasodilatadoras producidas por la nifedipina eran significativamente distintas entre
las SHR y WKY (Tabla 2). Sin embargo, en presencia de endotelio este efecto de
la cepa depende de la concentración del fármaco y en ausencia de endotelio no.
De estos resultados obtenidos se puede concluir que el elbcto depresor
producido por la nifedipina depende de la cepa en segmentos arteriales con o smn
endotelio contraídos con KF 50 mM.
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5 SEMANAS
3 1 U
K50 -12 -11 -10 -9
NIFEDIPINA (Iog
Iog Nl SHR E(~> SHR E(—) WKV E(.> WKY EUO
—12
-11
-10
-9
-8
-7
—6
90,1±4
84,4±6
69,9k 7
S7,2~ 9
48.8±9
39•6~ 7
-7,3±6
100 ~4
95,8~6
86,5~7
78,3 ~8
69,1 ±8
55,S~9
—13,0~6
87,1±6
73.0±9
58,5± 12
46,8±9
33,1±9
25,8± 7
-i•i±4
90,8~3
74,1±8
44•5~7
25,8 ±~
—1,3 ~
—7.7 ±18
Fig. 8.- Curvas concentración-respuesta a nifedipina (l0<’2 ~lO6 M) en
segmentos aórticos con (E±)y sin (E-) endotelio procedentes de las cepas SHR y
WKY de 5 semanas de edad. La nifedipina se administró en concentraciones
crecientes y acumulativas, una vez alcanzado un tono de contracción estable con
50 mM. Los resultados están expresados en % de la respuesta vasoconstrictora
mnducida por K4 50 mM cuyos valores para los distintos casos aparecen en la Tabla
1. En la tabla inferior de la figura se especifican los valores medios de contracción
residual (%) y el error estándar para cada una de las concentraciones de nifedipina.
Entre paréntesis el número de segmentos arteriales utilizados.
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3 MESES
U E U U
K50-12 -11 -10
NIFEDIPINA
-g
(¡og
1 U U
-8 -7 -6
M)
log M SHR E(+) SHR EQO WKY E<+) WKY E(-)
-12
-11
-10
-9
-8
-7
-6
36,5 ±11
23,6±7
12,5±9
10,0 ±~
5,0 ±6
-10,1 ±11
-7,1 ±8
77,0±8
58,6 ±7
45,0±6
37,5±5
30,0 ±10
36,4 ±10
12,7±9
96,1±2 .¼
83,4±9 ~;
72,9 ±11 ~
47,5 ±12k
35,7 ±is~
25,6 ±15
-7,3 ±11
96.6 ±2
71,5±8
47,0±7
25,0±7
1,3 ±7 *
-8,1 ±~‘ *
-13,0±7 **
Fig. 9.- Curvas concentración-respuesta a nifedipina (1012 -l0~ M) en
segmentos aórticos con (E±)y sin endotelio (E-) procedentes de las cepas SUR y
WKY de 3 meses de edad. Los segmentos se contrajeron previamente con una
solución despolarizante de K4 50 mM. La expresión de los resultados es igual a los
de la Fig. 8. En la tabla inferior de la figura se especifican los valores medios de
contracción residual (%) y el error estándar para cada una de las concentraciones de
nifedipina. Entre paréntesis el número de segmentos arteriales utilizados. Los
asteriscos representan la significancia estadística (t de Student) entre las cepas WKY
y SUR cuando los segmentos arteriales tenían endotelio o no.
* p< 0.05 ** p< 0,02.
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K50 -12 -11 -10
NIFEDIPINA
Iog M SHR E(+) SHR E(+) WKY E(+) WKY U-)
-12
-11
-10
-9
-8
-7
-6
95,6 ±3
72,3 ± 7
47,5 ±8
16,2 ± 6
-4,7 ± 5
-30,0 ± 16
-37,3 ± 18
93,3 ±0,9
85,4 ±4,2
67,1 ±7,2
51,7 ±7,6
16,4 ±6,7
-3,6 ±7,4
-16,5 ±10,9
100 ±0
98,7 ± O *
89,0 ±3 **
68,5 ± 10
43,3 ± 8 **
14,3 ± 8 *
-12,4 ± 17
97,7 ±9
66,1 ±11
40,8 ±20
22,6 ±17 **
-5,8 ±28
-20,9 ±36
-27,4 ±35
Fig. 10.- Curvas concentración-respuesta a nifedipina (lo-ml -l& NI) en
segmentos aórticos con (E+) y sin endotelio (E-) procedentes de las cepas SHR y
WKY de 6 meses de edad. Los segmentos se contrajeron previamente con una
solución despolarizante de K4 50 mnM. La expresión de los resultados es igual a los
de la Fig. 8. En la tabla inferior se especifican los valores medios de contracción
residual (96) y el error estándar para cada una de las concentraciones de nifedipina.
Entre paréntesis el número de segmentos arteriales utilizados. Los asteriscos
representan la significancia estadística (t de Student) entre las WKY y SUR cuando
los segmentos arteriales tenían o no endotelio. * p< 0,05 ** p< 0,02.
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NIFEDIPINA (Iog
Iog Ni SHR E(+) SI-iR(E-) WKY(E+) WKY(E-)
-12
-11
-10
-9
-8
-7
-6
97,8±4
90,6 ±8
83,9 ±11
76,6 ±14
80,2 ±15
73,4 ± 15
25,0 ±9
86,8 ±7
73,5 ±11
64,1 ±15
53,8 ±16
41,2 ±18
32,1 ±17
-1,6 ± 12
78,2 ±11
61,0 ± 12
45,7 ±9
30,7±6 *
-0,7 ±9 *
-33,8 ±22 **
-52,6 ±27 **
70,4 ±8
44,1 ± 12
19,0 ± 13
10,1 ±13*
-27,6 ±15**
-65,7 ± 20 **
-78,6 ± 21 **
Fig. 11.- Curvas concentración-respuesta a nifedipina (lOI2~l0~ NI) en
segmentos aórticos con (E +) y sin endotelio (E-) procedentes de las cepas SUR y
WKY de 1 año de edad. Los segmentos se contrajeron previamente con una solución
despolarizante de K4 50 mM. La expresión de los resultados es igual a los de la
Fig. 8. En la tabla inferior de la figura se especifican los valores medios de
contracción residual (%) y el error estándar para cada una de las concentraciones de
nifedipina. Entre paréntesis el número de segmentos arteriales utilizados. Los
asteriscos representan la significancia estadística (t de Student) entre las WKY y
SUR cuando los segmentos arteriales tenían o no endotelio.
* p< 0,05 ** p< 0,02.
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1,5 AÑOS
U U 1 U U U E
K50 -12 -11 -10 -9 -8 -7
NIFEDIPINA (Iag M)
-6
Iog M SHR E(+) SHR(E-) WKY(E+) WKY(E-)
-12
-11
-10
-9
-8
-7
-6
55,87± 14
-11,0 ± II
-16,2 ±12
-18,2 ±12
-18,7 ±12
-19,9 ± 13
-22,7 ± 13
80,4 ±9,9
66,0 ±10,7
65,4 ±g,~
51,5 ±9,8
184 +í3,3
-19,9 ±20,7
-26,4 ±21,9
100 ±0 *
~ ~ **
100 ±0 **
95,9±2 **
94,1±2 **
584 + 10**
7,2 ± 14
100 ±0
93,5 ±3
82,8 ±5
68,5 ±6
60,8 ±7
27,9 ±9
-13,8 ± 14
Fig. 12.- Curvas concentración-respuesta a nifedipina (10-m2 -10k NI) en
segmentos aórticos con (E+) y sin endotelio (E-) procedentes de las cepas SUR y
WKY de 1,5 años de edad. Los segmentos se contrajeron previamente con una
solución despolarizante de K~ 50 mM. La expresión de los resultadoses es igual a
los de la Fig. 8. En la tabla inferior de la figura se especifican los valores medios
de contracción residual (%) y el error estándar para cada una de las concentraciones
de nifedipina. Entre paréntesis el número de segmentos arteriales utilizados. Los
asteriscos representan ]a significancia estadística (t de Student) entre las WKY y
SHR cuando los segmentos arteriales tenían o no endotelio.
* p< 0,05 ** p< 0,02.
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Tabla ¡ .- Respuestas vasoconstrictoras inducidas por NA 10<’ M y
50 mM y su variación en función del endotelio, la cepa y la edad.
NA 1<
5 SEMANAS
SI-IR
E(±) 625+247 (4) 650<13 (4)
E(-) 300+67 (5) 1020+ 112 (5)
WKY
E(+) 488±79 (II) 550±147 (5)
E(-) 737+67 (7) 512+83 (9) $
3 MESES
SUR
E(+) 1282±223(10) 1918±211(8) 11
E<-) 966±150(4)11 2190±149(8)11
WKY
E(+) 1037±197(10)11 ¡671+315 (7) 11
E<-) 1048+142(6) 958+120 (6)4>
6 MESES
SHR
E(-) 1206±192(7) 11 1218±301 (II)
WKY
1 AÑO
SUR
E(±) 895+125 (17) ¡905+246 (9)11
E(-) 964+106 (17) 11 1416±110 (6)11
WKY
E(+) 1533+276(12)4>11 t312-i-213(5)4’#
E(-) 850+151 (7) 850+160 (5) $
1,5 AÑOS
SUR
E(±) 1119±169(13) 833+74 (9)
E(-) 1450±380(7) 2094±292 (14) *
WKY
E<+) 520±25 (5) 4> 730+ 186 (5)
E(-) 1t25±138(6)4’# ¡108+145 (6)4>11
Entre paréntesis se indica el número de segmentos utilizados.
* p< 0,05 entre segmentos arteriales con (E±)y sin endotelio (E-) para cada
cepa y edad.
$ p < 0,05 entre cepas dentro de cada grupo de edad.
# p < 0,05 entre cada una de las edades y la de 5 semanas.
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Tabla 2.— Valores de p obtenidos en el análisis de la varianza (ANOVA) de
dos factores (cepa y concentración de nifedipina) para cada una de las edades y en
segmentos con E(+) y sin E(-) endotelio y contraídos con NA 10<’ M o K4 50 mM.
CEPA
NA 0,1 gM K45OmM NA0,1~M K4 50 mM
j~j~j~
E<—)
¿7798 ,001O ,9480 ,0050
,0001 ,0048 ,2845 ,3043
15 semanas[3meses ,2131 ,1O71 ,6528 ,8589,0010 ,5064 ,1933 ,0018
[6 meses ,9922 ,1016 ,0253 ,7264
[1_año
11,5 años
,0010 ,0185 ,6840 ,1967
,9806 ,0010 1,000
Los valores de p < 0,05 indican que el factor o factores objeto de estudio
influyen significativamente en la respuesta vascular de la nifedipina. El factor
concentración siempre dio significativo.
CEPA +
CONCENTRACION
- 83 -
2±2.-Arterias precontraidas con NA 10<’ M
La relajación producida por la nifedipina en segmentos de aorta procedentes
de ratas de 5 semanas, 3 meses, 6 mneses, 1 año y 1,5 años fue, en general, mayor
en los procedentes de la cepa SHR que de la WKY, tanto en presencia como en
ausencia de endotelio.
En segmentos procedentes de ratas de 5 semanas y utilizando la t de Student,
se observaron diferencias entre una cepa y otra a concentraciones altas de nifedipina
(l0-~ a 10.6 M), independientemente de la presencia o ausencia de endotelio (Fig.
13). Sin embargo, el análisis de la varianza de dos factores dio como resultado que
la cepa no influía en las curvas concentración-respuesta a nifedipína en esta edad
(Tabla 2).
En segmentos arteriales con endotelio de ratas de 3 meses se observaron
diferencias estadísticamente significativas (t de Student) entre ambas cepas en toda
la curva concentración-respuesta. Sin embargo en los segmentos sin endotelio, las
diferencias sólo se obtuvieron a las concentraciones entre 1012 a 10-mo NI de
nifedipina (Fig. 14). Al efectuar el análisis de la varianza de dos factores, se
observaron diferencias entre una cepa y otra con valor de p de 0,001 (Fabla 2).
Además, estas diferencias fueron independientes de la concentración (p< 0,1933).
Estos valores confirman que a los 3 meses, las respuestas vasodilatadoras de la
nifedipina dependen de la cepa a la que pertenecen los segmentos.
A diferencia de lo que ocurre a los 3 meses, a los 6 meses, el efecto relajante
de la nifedipina era prácticamente el mismo en las dos cepas con o sin endotelio
(Fig. 15), siendo el valor de p en el análisis de la varianza de 0,9922 (Tabla 2).
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En ratas de 1 año, sólo se observaron diferencias en los segmuentos sin
endotelio, siendo a concentraciones altas (109a lO~ M) mayor el efecto relajante en
las ratas WKY que en las SHR (Fig.16). El análisis de la varianza de dos factores
dió como resultado un valor de pC 0.05 (Tabla 2). Por lo tanto, a esta edad, el
efecto vasodilatador de la nifedipina está modulado por el tipo de cepa al que
pertenezcan los segmentos arteriales.
A la edad de 1 ,5 años no se observaron diferencias significativas entre ambas
cepas (lFig. 17). Igualmente el análisis de la varianza de dos factores ratificó este
dato (Tabla 2).
Cuando se efectuó el análisis de la varianza, teniendo en cuenta toda la
población de segmentos con o sin endotelio, se observó que el efecto vasodilatador
de la nifedipina fue significativamente distinto en la cepa SHR y WKY sólo en los
segmentos que están desprovistos de endotelio (Tabla 2).
Se realizó tambien un análisis de la varianza para comprobar si las respuestas
relajantes a nifedipina del conjunto de arterias WKY o SUR, eran distintas en
función del agente vasoconstrictor utilizado, obteniendo en la cepa WKY un valor
de p= 0,0697 y en la cepa SHR p= 0,1667, lo que indica que las respuestas
vasodilatadoras de la nifedipina tanto en la cepa SHR como WKY son
independientes del agente vasocostrictor utilizado.
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NIFEDIPINA
Iog M SHR E(+) SHR E&) WKY E<+) WKY E&)
-12
-11
-10
-9
-8
-7
-6
86,5 ±9
60,9 ±17
42,7 ±17
33,8 ±15
21,3 ±6
-4,4 ±14
-29,1 ±14
75,2 ±11
65,7 ±15
70,2 ±20
30,6 ±22
22E7 ±12
0,57 ±20
-22,3 ±20
36,2±1
36,7 ±7
50,7 ±11
48,0±6
44,2±5 *
42,8±6 *
37,5±6 *
89,6 ±4
86,1 ±3
79,8 ±5
78,7 ±4 *
64,5 ±3 *
63,1±4 **
47,4±5 **
Fig. 13.- Curvas concentración-respuesta a nifedipina (l0’~ -10k M) en
segmentos aórticos con (E+) y sin endotelio (E-) procedentes de las cepas SUR y
WKY de 5 semanas de edad. Los segmentos se contrajeron previamente con una
solución de NA 10<’ M. Los valores medios de dichas contracciones y el error
estándar aparecen en la Tabla 1. Los resultados están expresados en 96 de la
respuesta vasoconstrictora originada por NA 10<’ NI. En la tabla inferior de la figura
se especifican los valores de contracción residual (96) y el error estándar para cada
una de las concentraciones de nifedipina. Entre paréntesis el número de segmentos
arteriales utilizados. Los asteriscos representan la significancia estadística (t de
Student) entre las WKY y SHR cuando los segmentos arteriales tenían o no
endotelio. * p< 0,05 ** p< 0,02.
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3 MESES
U 1
NA-7 -12 -11 -10
NIFEDIPINA
.9
U fi
-8 .7 -6
<Iog M)
Iog Nl SI-IR E(+) SHR E&) WKY E<+) WKY E&)
-12 34,8± 12 65±15 94,4 ±9 ** 97,6±1 *
-11 27 ± 3 51 ±12 79,9 ± 14 ** 84,0 ± 4 *
-10 12,5 ± 5 50 ± 7 71,4 ± 17 * 73,3 ± 7 *
-9 10,0±5 40±5,3 63,5±18* 53,1±9
-8 11,8±9 36±6.8 55,8±18k 42,4 ±10*
-7 8,0 ±10 23±12,5 50,7±17* 34,8 ±11
-6 -2,6±10 8,9±12,5 30,6±15** 22,4 ±9
Fig. 14.- Curvas concentración-respuesta a nifedipina (1012~ l0~ NI) en
segmentos aórticos de ratas con (E+) y sin endotelio (E-) procedentes de las cepas
SHR y WKY de 3 meses de edad. Los segmentos se cóntrajeron previamente con
una solución de NA 10-y M. La expresión de los resultados son iguales a los de la
Fig. 13. En la tabla inferior de la figura se especifican los valores medios de
contracción residual (96) y el error estándar para cada una de las concentraciones de
nifedipina. Entre paréntesis el número de segmentos arteriales utilizados. Los
asteriscos representan la significancia estadística (t de Student) entre las WKY y
SRR cuando los segmentos arteriales tenían o no endotelio.
* p< 0.05 , ** pc 0,02.
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Fig. 15.- Curvas concentración-respuesta a nifedipina (lO-m2 ~106 M), en
segmentos aórticos con (E+) y sin endotelio (E-) procedentes de las cepas SHR y
WKY de 6 meses de edad. Los segmentos se contrajeron previamente con una
solución de NA 10<’ M. La expresión de los resultados son iguales a los de la
Fig.13. En la tabla inferior de la figura se especifican los valores medios de
contracción residual (96) y el error estándar para cada una de las concentraciones de
nifedipina. Entre paréntesis el número de segmentos arteriales utilizados. Los
asteriscos representan la significancia estadística (t de Student) entre las WKY y
SHR cuando los segmentos arteriales tenían o no endotelio.
* p< 0,05 ** p< 0,02.
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59,7±5
41,1±10
26,8 ±5
27,6 ±7
20,7±6
9,6~4
.0,8±4
74,4±8
56,0±9
39,5 ±7
38,6 ±9
20.7±7
9,9 ±9
2,3 ±6
75,0±4
54,2±6
34,5 ±10
18,9 ±11
6,3 ±11
-2,8 ±9
-6,2 ±9
78,4 ±5
43,8 ±9
16,4 ±10
-17,3 ±17 **
-36,6 ±24 **
-62,2 ±28 **
-67,0 ±29 **
Fig. 16.- Curvas concentración-respuesta a nifedipina (1012 -10k M) en
segmentos aórticos con (E+) y sin endotelio (E-) procedentes de las cepas SHR y
WKY de 1 año de edad. Los segmentos se contrajeron previamente con una solución
de NA 1O-7M. La expresión de los resultados son iguales a los de la Fig .13. En la
tabla inferior de la figura se especifican los valores medios de contracción residual
(96) y el error estándar para cada una de las concentraciones de nifedipina. Entre
paréntesis el número de segmentos arteriales utilizados. Los asteriscos representan
la significancia estadística (t de Student) entre las WKY y SI-IR cuando los
segmentos arteriales tenían o no endotelio. * p < 0,05 ** p < 0,02.
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69,7 ± 8
602 + 10
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-7,3 ± 8
87,4 ±5 *
58,1 ± 8
37,5 ± 10
9,7 ±11
-0,6 ± 12
-21,9 ± 11
-35,8 ± 10
Fig. 17.- Curvas concentración-respuesta a nifedipina (1042 -10” M) en
segmentos aórticos con (E+) y sin endotelio (E-) procedentes de las cepas SHR y
WKY de 1 ,S años de edad. Los segmentos se contrajeron previamente con una
solución de NA 10<’ M. La expresión de los resultados son iguales a los de la Fig.
13. En la tabla inferior de la figura se especifican los valores medios de contracción
residual (96) y el error estándar para cada una de las concentraciones de nifedipina.
Los asteriscos representan la significancia estadística (t de Student) entre las WKY
y SHR cuando los segmentos aórticos tenían o no endotelio.
* p< 0,05 ** pc 0,02.
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2.2.- Influencia de la edad sobre las curvas concentración-resDuesta a
nifed 1 nina
Con el fin de estudiar la influencia de la edad sobre las respuestas
vasodilatadoras inducidas por nifedipina, se analizaron las respuestas obtenidas en
las diferentes edades por análisis de la varianza y por la t de Student. En este
último caso, se compararon las respuestas de todas las edades con las de las arterias
procedentes de animales de 5 semanas. El análisis de la varianza se hizo teniendo
en cuenta los factores, edad y concentración del fármaco.
2.2.1.- Arterias urecontraidas con K4 50 mM
La Hg. 18 muestra el efecto de la edad sobre la relajación inducida por
nifedipina en segmentos de la cepa SHR. Como se puede observar en dicha figura
su eficacia fue mayor en aortas de ratas de 1,5 años, seguidas por las de 3 meses,
siendo las de 1 año las que mostraban menor respuesta relajadora. La dilatación en
aortas de 6 meses fue de tipo intermedio sobre todo a concentraciones bajas. La
supresión del endotelio redujo la respuesta dilatadora de la nifedipina en las arterias
de la cepa SHR a todas las edades estudiadas, aunque a dosis altas (10<’ y 10”) se
observaron respuestas similares a las obtenidas en presencia de endotelio. Las
arterias de 3 meses parecen ser las más sensibles a nifedipina (Fig. 18).
En arterias WKY de diferentes edades con endotelio, la sensibilidad a
nifedipina fue mayor en las de 1 año y la menor la de 1 ,5 años, al compararla con
las de 5 semanas (Fig. 19). A 3 meses y 6 meses, las respuestas son similares que
los de 5 semanas. Similar fenómeno se observó en las arterias sin endotelio con
respecto a la edad (Fig. 19), aunque la sensibilidad a la nifedipina parece
incrementarse al suprimir este componente vascular.
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Cuando se analizaron de forma global los resultados obtenidos a todas las
concentraciones de nifedipina en cada uno de los grtmpos de arterias precontraidas
con K4 50 mM mediante el análisis de la varianza (Tabla 3), se observó que la edad
influye en las respuestas a este fármaco tanto en las arterias hipertensas como
controles con y sin endotelio.
En el caso de la cepa SI-IR con y sin endotelio, la interacción entre la edad
y la concentración dió un valor de pC 0,05, lo que hace suponer que la influencia
de la edad en las respuestas originadas por la nifedipina en este tipo de cepa van a
depender además de la concentración de fármaco utilizada (Tabla 3).
En la cepa WKY, cuando los segmentos tienen endotelio, la edad del animal
puede modificar las respuestas vasculares de la nifedipina de forma similar a todas
las concentraciones. No sucede lo mismo en los segmentos sin endotelio, donde en
este caso la influencia de la edad depende de la concentración de nifedipina utilizada
(Tabla 3).
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Fig. 18.- Efecto de la edad sobre las curvas concentración-respuesta a
nifedipina (l0~m2~ 10” NI) en segmentos aórticos con (E+) y sin (E-) endotelio de la
cepa Sl-IR de 5 semanas, 3 meses, 6 meses, 1 año y 1,5 años de edad. Los
segmentos previamente se contrajeron con tina solución despolarizante de K4 50
mM. Los resultados están expresados en 96 de la respuesta vasoconstrictora inducida
por el K4 50 mM, cuyos valores medios y el error estándar aparecen en la Tabla 1.
Cada histograma representa la media aritmética, las barras verticales el error
estándar de la media. El número de segmentos arteriales utilizados en la realización
de los experimentos estuvo comprendido entre 4 y 14. Los asteriscos representan la
significancia estadística (t de Student) entre cada una de las edades respecto a la de
5 semanas. * p< 0,05 ** p< 0,02.
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Fig. 19.- Efecto de la edad sobre las curvas concentración-respuesta a
nifedipina (10<’2~l06 M) en segmentos aórticos con (E+) y sin (E-) endotelio de la
cepa WKY de 5 semanas, 3 meses, 6 meses, 1 año y 1,5 años de edad. Los
segmentos previamente se contrajeron con una solución despolarizante de K4 50
mM. Los resultados están expresados en 96 de la respuesta vasoconstrictora inducida
por la solución de K4 50 mM, cuyos valores medios y el error estándar aparecen
en la Tabla 1. Cada histograma representa la media aritmética y las barras verticales
el error estándar de la media. El número de segmentos arteriales utilizados en la
realización de los experimentos estuvo comprendido entre 5 y 15. Los asteriscos
representan la significancia estadística (t de Student) entre cada una de las edades
respecto a la de 5 semanas. * p< 0,05 ** p< 0,02.
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Tabla 1- Valores de p obtenidos en el análisis de la varianza (ANOVA) de
dos factores (edad y concentración de nifedipina) para cada una de las cepas con
(E+) y sin (E-) endotelio y contraídos con NA 10<’ M o K4 50 mM.
NA 0,1 pM K4 5OmM NA 0,1 gM K4 SOmM
EDAD EDAD +
CONCENTRACION
[SHR (+) tOOlO ,0010 ,0010 ,0090
SHR (—) ,0683 ,0001 ,0967 ,0325
[WKY <+> ¡ ,000I. ,0010 ,0001 ¿7141
[WKY (—> ,0001 ,0010 ,0009 ,0029
Los valores de p < 0,05 indican que el factor o factores objeto de estudio
influyen significativamente en la respuesta vascular de la nifedipina en la población
experimental. El factor concentración dio siempre significativo
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2.2.2.- Arterias precontraidas con NA 10<’ M
Ctmando se efectuaron las curvas concentración-respuesta en arterias
precontraidas con NA 10<’ M, el estudio realizado en función de la edad, dio los
siguientes resultados para cada una de las cepas:
En los segmentos arteriales con endotelio de la cepa SHR, se observó que los
procedentes de ratas de 3 meses, 6 meses, 1 año y 1,5 años presentaban una
tendencia a relajar más que los de 5 semanas especialmente a partir de 1 0~ M de
nifedipina y sobre todo los de 6 meses y 1,5 años (Fig. 20). Un fenómeno similar
se observó en segmentos de la cepa SHR sin endotelio, siendo los segmentos de 1,5
años los que presentaron mayor respuesta vasodilatadora a nifedipina (Hg. 20).
Cuando los segmentos aórticos procedían de ratas WKY de diferentes edades
y estaban provistos de endotelio, las respuestas a nifedipina se redujeron a las
concentraciones bajas con respecto a las obtenidas en segmentos de 5 semanas. Sin
embargo, a partir de l0~ M de nifedipina esta tendencia pareció invertirse
fundamentalmente en los segmentos de 6 meses y 1 año (Hg. 20). En segmentos sin
endotelio, se observó una tendencia a mayor relajación con nifedipina a todas las
edades comparada con la obtenida en los segmentos de 5 semanas. Los segmentos
de 1 año y año y medio presentaron mayor respuesta relajadora (Fig. 21).
El análisis de la varianza de dos factores dió como resultado que tanto en las
ratas hipertensas con endotelio como en las normotensas con y sin endotelio, la edad
influía de manera significativa en las respuestas vasodilatadoras de la nifedipina
(Tabla 3). Igualmente los valores de la interacción de la edad y concentración, son
consecuencia de que la influencia de la edad es dependiente de la concentraciones
de fármaco.
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Se puede decir, por tanto, que la edad del animal es un factor que modifica
las respuestas vasodilatadoras de la nifedipina en ratas SHR y WKY cuando los
segmentos se contraen tanto con NA 10<’ M como con K4 50 mM.
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Fig. 20.- Efecto de la edad sobre las curvas concentración-respuesta a
nifedipina (1042 - l0” M) en segmentos aórticos con (E±)y sin (E-) endotelio de
la cepa SUR de 5 semanas, 3 meses, 6 meses, 1 año y 1,5 años de edad. Los
segmentos se contrajeron previamente con una solución de NA 10<’ NI. Los
resultados están expresados en 96 de contracción residual de la respuesta
vasocontrictora originada por la solución de NA 10<’ M, cuyos valores medios y el
error estándar aparecen en la Tabla 1. Cada histograma representa la media
aritmética y las barras verticales el error estándar de la media. El número de
segmentos arteriales utilizados en la realización de los experimentos estuvo
comprendido entre 4 y 17 - Los asteriscos representan la significancia estadística (t
de Student) entre cada una de las edades respecto a la de 5 semanas.
* p< 0,05 ** p< 0,02.
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Fig. 2V- Efecto de la edad sobre las curvas concentración-respuesta a
nifedipina (10-’~- 106 NI) en segmentos aórticos con (E+) y sin (E-) endotelio de la
cepa WKY de 5 semanas, 3 meses, 6 meses, 1 año y 1,5 años de edad. Los
segmentos previamente se contrajeron con una solución de NA 10<’ M. Los
resultados se expresaron en 96 de la respuesta vasoconstrictora inducida por NA 10<’
M, cuyos valores para los distintos casos aparecen en la Tabla 1. Cada histograma
representa la media aritmética, las barras verticales el error estándar de la media.
El número de segmentos arteriales utilizados en la realización de los experimentos
estuvo comprendido entre 5 y 12. Los asteriscos representan la significancia
estadística (t de Student) entre cada una de las edades respecto a la de 5 semanas.
* p< 0,05 ** p< 0,02.
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2.3.- Influencia del endotelio en las curvas concentración-respuesta a
n ¡Ved ¡Dina
.
Para analizar la influencia del endotelio en las respuesta producidas por la
nifedipina, se compararon las respuestas vasodilatadoras inducidas por dicho fármaco
en segmentos aórticos con y sin endotelio procedentes de ratas WKY y SUR de las
edades mencionadas anteriormente. La comparación entre los segmentos con y sin
endotelio se hizo en cada caso mediante la t de Student para cada concentración y
mediante el análisis de la varianza de dos factores, en el que uno de los factores fue
la presencia o no de endotelio y el otro la concentración de fármaco.
2.3.1.- Arterias precontrafdas con K~ 50 mM
El efecto relajante de la nifedipina en segmentos de ratas pertenecientes a la
cepa Sl-IR era mayor, en general, en los segmentos arteriales que presentaban
endotelio que en los que no lo tenían. Se observaron diferencias significativas a los
3 meses (IOl2~1Olo M), 6 meses (1O-~ M) y 1,5 años (10” a 1O~ M) (Fig. 22).
Al efectuar el análisis de la varianza de dos factores, se observé que la
presencia de endotelio en la cepa SUR influía en la respuesta de este antagonista al
dar un valor de p= 0,001. Sin embargo, este efecto también está mediado por la
concentración de nifedipina utilizada, ya que al analizar la interacción del endotelio
con la concentración se obtuvo un valor de p 0,021 (Tabla 4).
lEn las ratas WKY, ocurrió lo contrario, siendo la tendencia de la nifedipina
a relajar más en segmentos sin endotelio. Se observaron algunas diferencias
significativas entre los segmentos con y sin endotelio a las edades de 3 meses, 6
meses y 1,5 años de edad (Hg. 23).
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El análisis de la varianza de dos factores dio como resultado que la presencia
o ausencia de endotelio en la cepa WKY influye muy significativamente en las
respuestas originadas por la nifedipina, dando un valor de p= 0,001. (Tabla 4). Sin
embargo, este análisis mostró que el efecto del endotelio no era dependiente de la
concentración de fármaco.
Al efectuar el análisis de la varianza de dos factores para cada una de las
edades, se comprobó que a la edad de 5 semanas, 1 año y 1,5 años las respuestas
de la nifedipina podían estar modificadas en función de la presencia o ausencia de
endotelio (Tabla 4).
Estos resultados, permiten concluir que el endotelio, tanto en la cepa SUR
como WKY, es un factor que influye positivamente en la respuesta vasodilatadora
de la nifedipina en la cepa SI-IR y negativamente en la WKY.
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Fig. 22.- Efecto de la presencia (E+) o ausencia de endotelio (E-) sobre la
curva concentración-respuesta a nifedipina en segmentos aórticos procedentes de las
cepas SHR de 5 semanas, 3 meses, 6 meses, 1 año y 1,5 años. La nifedipina se
administré en concentraciones crecientes y acumulativas (1OJ2~ 106 M), una vez
alcanzado un tono de contracción estable con K~ 50 mM. Los resultados están
expresados en 96 de la respuesta vasoconstrictora inducida por K~ 50 mM cuyos
valores para los distintos casos aparecen en la Tabla 1. Cada punto representa la
media aritmética, las barras verticales el error estándar de la media. Entre paréntesis
el número de segmentos arteriales utilizados y los asteriscos la significancia
estadística (t de Student). * p < 0,05 ** p < 0,02
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Fig. 23.- Efecto de la presencia (E+) o ausencia de endotelio (E-) sobre la
curva concentración-respuesta a nifedipina en segmentos aórticos procedentes de las
cepas WKY de 5 semanas, 3 meses, 6 meses, 1 año y 1,5 años. La nifedipina se
administró en concentraciones crecientes y acumulativas (10¡2~ 106 M), una vez
alcanzado un tono de contracción estable con K~ 50 mM. Los resultados están
expresados en % de la respuesta vasoconstrictora inducida por K~ 50 mM, cuyos
valores para los distintos casos aparecen en la Tabla 1. Cada punto representa la
media aritmética, las barras verticales el error estándar de la media. Entre paréntesis
el número de segmentos arteriales utilizados y los asteriscos la significancia
estadística (t de Student). * p< 0,05 ** p< 0,02.
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Tabla 4.- Valores de p obtenidos en el análisis de la varianza (ANOVA) de
dos factores (endotelio y concentración de nifedipina) dentro de la misma cepa y
para cada una de las edades y contraídos con NA ¡O>’ M o K~ 50 mM.
NA 0,1 ~M K + 5OmM
~1
NA 0,1 gM K + 50 mM ¡
ENDOTELIO ENI)OTELIO +
CONCENTRACION
¡sim i
~WKY
5 semanas
,0002 ,0010 7959 ,0210
,0010 ,0OI0 ,7017 ,4352
,001O ,0223 ,9140 ,6532
3 meses ,0010 ,2611 ,2901 ,0007
6 meses ,0010 ,0722 ,8812 ,8899
1 alio ,1961 ,0007 ,8660 ,4834
1,5 años ,2974 ,008I ,6528 ,1929
Los valores de p < 0,05 indican que el factor o factores de estudio
influyen significativamente en la respuesta vascular de la nifedipina en la
población experimental. El factor concentración siempre dio significativo.
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2.3.2.- Arterias precontraidas con NA ¡ 0<~ M
La tendencia de las respuestas relajadoras producidas por nifedipina en
segmentos procedentes de ¡a cepa SHR contraídos con NA lo>’ M era mayor en
presencia de endotelio. Como se observa en la Hg. 24, a los 3 y 6 meses, la
existencia de endotelio influyó significativamente en la respuesta a nifedipina. Sin
embargo, a las edades de 5 semanas, 1 año y 1 ,5 años, el efecto de la nifedipina no
fue dependiente de la presencia o no de endotelio.
Al realizar el análisis de la varianza de dos factores, se comprobó que la
presencia o no de endotelio en la cepa SHR influía en la respuesta vascular de este
antagonista de Ca2~, siendo el valor de p= 0,0002 (Tabla 4).
En los segmentos arteriales de la cepa WKY de 5 semanas y 6 meses, se
observó un efecto relajante mayor a nifedipina en aquellos segmentos que
presentaban endotelio, mientras que el efecto contrario se obtuvo a edades superiores
(1 año y 1,5 años). Al determinar la t de Student, se comprobó que a 5 semanas y
6 meses (Fig. 25), había diferencias significativas entre una curva y otra en todos
los puntos, mientras que a las edades de 1 año y 1,5 años, sólo se observaron
diferencias a las concentraciones altas del fármaco (10-8 ~1O6M).
Al efectuar el análisis de la varianza de dos factores, dió como resultado que
la presencia o no de endotelio en la cepa WKY influía en las respuestas a nifedipina,
dando un valor de p= 0,001 (Tabla 4).
Al tener en cuenta en el análisis de la varianza cada una de las edades, se
comprobó que la presencia de endotelio influía en la respuesta vasodilatadora de este
antagonista a las edades de 5 semanas, 3 meses y 6 meses de edad (Tabla 4).
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Se puede concluir que las curvas concentración-respuesta a nifedipina en
segmentos arteriales de ratas SHR y WKY de diferentes edades precontrafdos con
NA LO>’ M se modificaban por la presencia o no de endotelio.
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Fig. 24.- Efecto de la presencia (E±)o ausencia de endotelio (E-) sobre la
curva concentración-respuesta a nifedipina en segmentos aórticos procedentes de la
cepa SHR de 5 semanas, 3 meses, 6 meses, 1 año y 1,5 años. La nifedipina se
administró en concentraciones crecientes y acumulativas (10>’2 -10k M), una vez
alcanzado un tono de contracción estable con NA 10>’ M. Los resultados están
expresados en 96 de la respuesta vasoconstrictora inducida por NA 10>’ M, cuyos
valores para los distintos casos aparecen en la Tabla 1. Cada punto representa la
media aritmética, las barras verticales el error estándar de la media. Entre paréntesis
el número de segmentos utilizados y los asteriscos la significancia estadística (t de
Student). * p< 0,05 ** p< 0,02
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Fig. 25.- Efecto de la presencia (E±)o ausencia de endotelio (E-) sobre la
curva concentración-respuesta a nifedipina en segmentos aórticos procedentes de la
cepa WKY de 5 semanas, 3 meses, 6 meses, 1 año y 1,5 años. La nifedipina se
administró en concentraciones crecientes y acumulativas (10l2~10~ M), una vez
alcanzado un tono de contracción estable con NA 10>’ M. Los resultados están
expresados en 96 de la respuesta vasoconstrictora inducida por NA 10>’ M, cuyos
valores para los distintos casos aparecen en la Tabla 1. Cada punto representa la
media aritmética, las barras verticales el error estándar de la media. Entre paréntesis
el número de segmentos utilizados y los asteriscos la signifícancia estadística (t de
Student). * p< 0,05 ** p< 0,02
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2.3.3.- Papel del óxido nítrico en las respuestas vasodilatadoras a
nit’edipina
.
Los resultados mostrados anteriormente sugieren que el endotelio puede ser
un factor determinante en la respuesta a los antagonistas de Ca2~. Furchgott y
Zawadzki demostraron en 1980 que las células endoteliales tenían capacidad para
liberar un factor vasodilatador celular que denominaron EDRE. Este EDRE ha sido
químicamente identificado como óxido nítrico (NO) y parece originarse a partir del
aminoácido L-arginina.
Para estudiar si la liberación endotelial de óxido nítrico modulaba las
respuestas vasodilatadoras a los antagonistas de Ca2~, se eligió como grupo
experimental ratas WKY y Sl-IR de 6 meses de edad. En estas ratas se realizaron
los siguientes experimentos:
2.3.3.1.- Efecto del L-NAMIE
El L-NAME 1 0~ M (N6-nitro-L-arginina metil éster) es un inhibidor de la
síntesis de óxido nítrico (Rees y col., 1990). Con el fin de comprobar si la
inhibición de dicha síntesis modificaba la respuesta vasodilatadora a nifedipina, se
realizaron curvas concentración-respuesta en segmentos de ratas WKY y SHR
preincubados durante 25 mm con este inhibidor y contraídos posteriormente con
50 mlvi o NA 10>’ M.
Los valores en mg de las contracciones inducidas por NA 10>’ M y K~ 50
mM en los diferentes grupos experimentales están reflejados en la Tabla 5. En esta
tabla se puede observar que el L-NAME incrementa la respuestas a NA en
segmentos aórticos de ambos tipos de arterias y las repuestas a K~ sólo en la cepa
SHR.
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Tabla 5.- Valores en mg (media + error estándar) de las contracciones
inducidas por NA lO>’ M o K~ 50 mM en segmentos aórticos de ratas WKY o SHR
de 6 meses en situación control y en presencia de L-NAME 10’ M, L-arginina lO~
M o L-arginina + L- NAME 10>’ M.
CONTROL NA
SHR 683 + 182
WKY 794 + 109
SHR 878 + 90
WKY 1420 + 330
L-NAME
NA
SHR 1775 + 297 *
WKY 1470 + 215 *
SHR 1039 + 207
WKY 720 +40 *
L-ARGININA
SHR 880 + 144
WKY 950 + 350
L-NANLE
+
L-ARGINWA
10
SHR 1380 +217 *
WKY 1675 + 242
* p < 0,02 entre cada situación experimental y su control.
- lío-
2.3.3.1.1.- Arterias precontraidas con K~ 50 mM y NA lO>’ M
En segmentos con endotelio de las cepas SHR o WKY precontraidas con NA,
la administración previa de L-NAME 10<’ M no modificó la respuesta a nifedipina,
mientras que en los precontraidos con se produjo un incremento de la relajación
a determinadas concentraciones en este antagonista de calcio (Fig. 26)
2.3.3.1.2.- Efecto de la L-ar2inina y L-arpinina más L-NAME
Para investigar el efecto del precursor de la síntesis óxido nítrico sobre las
respuestas vasodilatadoras a nifedipina, se incubaron los segmentos arteriales de
ambas cepas con L-arginina 1O~ M y precontraidos con K~ 50 mM. Los resultados
obtenidos indican que este aminoácido no modificó las respuestas vasodilatadoras
a nifedipina en vasos de ratas WKY y SHR. La administración conjunta de L-
arginina y L-NAME 10<’ M, indujo un incremento de la respuesta dilatadora
obtenida con nifedipina en la cepa SUR similar al obtenido en presencia sólo de L-
NAME (Fig. 27). En la cepa WKY la asociación tampoco no modificó la
vasodilatación obtenida en presencia de L-NAME.
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Fig. 26.- Efecto del L-NAME 10<’ M sobre la curva concentración-respuesta
a nifedipina (1012 - 10~ M) en segmentos aórticos con endotelio (E+) de las cepas
SI-IR y WKY de 6 meses de edad. Los segmentos se contrajeron previamente con
una solución de K~ 50 nWI o NA 10-y M, cuyos valores para los distintos casos
están reflejados en la Tabla 5. Los resultados están expresados en 96 de contracción
respecto a la originada por una solución de K~ 50 mM o NA 10>’ M. Cada punto
representa la media aritmética, tas barras verticales el error estándar. Entre
paréntesis el número de segmentos arteriales utilizados. Los asteriscos representan
la significancia estadística (t de Student). * pC 0,05 ** p< 0,02.
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Fig. 27.- Efecto de L-NAME 10<’ M, L-arginina lO~ M y L-NAME 10<’ M
+ L-arginina i0~ M sobre la curva concentración-respuesta a nifedipina en
segmentos aórticos procedentes de ratas SHR y WKY de 6 meses de edad con E(+).
Los segmentos se contrajeron con una solución de K~ 50 mM previamente a la
realización de la curva concentración-respuesta a nifedipina. Cada histograma
representa la media aritmética de la concentración residual respecto a la originada
por la solución de K~ 50 mM y las barras verticales el error estándar. El número
de segmentos arteriales utilizados en la realización de los experimentos estuvo
comprendido entre 5 y 12. Los asteriscos representan la significancia estadística (t
de Student) entre cada caso y su control. * p< 0,05 ** p< 0,02
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3.- CURVAS CONCENTRACION-RESPUESTA A BAY K 8644
Pata analizar el efecto de la cepa, la edad y el endotelio sobre las respuestas
contráctiles inducidas por el agonista de Ca2~, BAY K 8644, se realizaron curvas
concentración-respuesta (101¶ 40~6 M) a este fáririaco en segmentos aórticos con y
sin endotelio procedentes de ratas SI-IR y WKY de 5 semanas, 3 meses, 6 meses,
1 año y 1,5 años. Las curvas concentración-respuesta se realizaron en segmentos en
situación basal o parcialmente despolarizados con K~ 15 mM. Esta concentración
de K~ apenas modificó el tono contráctil. Los resultados se expresaron en porcentaje
respecto a la contracción previa inducida por Kt 75 mM, cuyos valores medios
para cada cepa y edad aparecen en la Tabla 6.
3.1.- Influencia del 2rado de despolarización de las arterias sobre las
curvas concentración-respuesta a BAY K 8644
Cuando los segmentos arteriales poseían endotelio, los resultados fueron
distintos si se trataba de la cepa SI-IR o WKY. Así, en las SHIR no se observaron
diferencias significativas en la respuesta contráctil del BAY K 8644 a ninguna de las
edades entre los segmentos en situación basal y los parcialmente despolarizados con
K~ 15 mM. Sin embargo en la cepa WKY, la exposición a K~ 15 mM incrementé
el efecto contráctil del BAY K 8644 que fije significativo a todas las edades
excepto a las 5 semanas (Figs. 28,29,30,31 y 32).
En ausencia de endotelio no se modificó básicamente la respuesta observada
en presencia de endotelio en la cepa SUR. Sin embargo, en arterias desendotelizadas
de ratas WKY, la despolarización previa con 15 mM de K~ incrementó la respuesta
del BAY K 8644 sólo en los segmentos de 6 meses y 1 año y provocó una reducción
a los 1,5 años (Figs. 28,29,30,31 y 32).
-114-
5 SEMANAS
250 -
200 -
150-
100 -
50 -
o
-13 -12 -11 -10 -9 -8
RAY 1< (Iog M)
150
50
o
-13 -12 -11 -10 -9 -8 -7
RAY K <Iog LI)
F¡g. 28.- Efecto de la despolarización previa con una solución de K~ 15 mM
sobre la curva concentración-respuesta a BAY K 8644 (10>’~~l04 M) en segmentos
aórticos de las cepas SHR y WKY con (E+) y sin endotelio (E-) de 5 semanas de
edad. Los resultados están expresados en 96 de la contracción originada por una
solución de K~ 75 mM, cuyos valores para los distintos casos están reflejados en la
Tabla 6. Cada punto representa la media aritmética, las barras verticales el error
estándar de la media y entre paréntesis el número de segmentos utilizados.
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Fig. 29.- Efecto de la despolarización previa con una solución de K~ 15 mM
sobre la curva concentración-respuesta a BAY K 8644 (l0I2~1O6 M) en segmentos
aórticos de las cepas SHR y WKY con (E +) y sin endotelio (E-) de 3 meses de
edad. Los resultados están expresados en % de la contracción originada por una
solución de K~ 75 mM, cuyos valores están reflejados en la Tabla 6. Cada punto
representa la media aritmética, las barras verticales el error estándar de la media,
entre paréntesis el número de segmentos utilizados y los asteriscos la significancia
estadística (t de Student). ** p< 0,02.
——‘a— Basal(11>
—e— 1SmMK(6)
1 ~ • U
-12 -11 -10 -9 -B -7 -6
RAY K (¡cg LI)
200 —‘A—-— Basa¡(11)
O 15mMK(6)
-13 -12 -11 -10 -9 -8 -7 -6
RAY K (¡cg M)
——6-— Basa¡(7)
——O— 15mMK(7)
-6
-6
- 116 -
6 MESES
51*1 E(+)
300
100
0
-13 -12 -11 -10 -9
RAY K (Iog M)
WKY E(.)
150
100
50
O
-13 -12 -11 -10 -9 -8 -7
RAY 9< (Iog M>
300
250 -
200 -
150-
100-
50
0~
-13
150
100
50
SI-IR ~<-)
-o-
——o-
Basal (19>
lBmM K (8>
WKY E(-)
Fig. 30.- Efecto de la despolarización previa con una solución de K~ 15 miM
sobre la curva concentración-respuesta a BAY K 8644 (l0-’2-10-6M) en segmentos
aórticos de las cepas SI-IR y WKY con (E+) y sin endotelio (E-) de 6 meses de
edad. Los resultados están expresados en % de la contracción originada por una
solución de K~ 75 mM, cuyos valores están reflejados para los distintos casos en la
Tabla 6. Cada punto representa la media aritmética y las barras verticales el error
estándar de la media entre paréntesis el número de segmentos utilizados y los
asteriscos la significancia estadística (t de Student). * p < 0,05 ,** p < 0,02.
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Fig. 31.- Efecto de la despolarización previa con una solución de K~ 15 mM
sobre la curva concentración-respuesta a BAY K 8644 (10-’2-10-6M) en segmentos
aórticos de las cepas SI-IR y WKY con (E+) y sin endotelio (E-) de 1 año de edad.
Los resultados están expresados en % de la contracción originada por una solución
de K~ 75 mM, cuyos valores para los distintos casos están reflejados en la Tabla 6.
Cada punto representa la media aritmética, las barras verticales el error estándar de
la media, entre paréntesis el número de segmentos utilizados y los asteriscos la
significancia estadística (t de Student). * p< 0,05 ** p< 0,02.
SHR E(.)
z
o
o
o
mc
o:
1-
z
O
o
o
-13 -12 -11 -10 -9 -8 -7 -6
RAY K (¡cg M)
-13 -12 -II -lO -9 -8 -7 -6
RAY K (Iog LI)
WKY E(-)
—á--— Basa¡ (6)
—0”— 15mMK(4)
-13 -12 -11 -10 -9 -8 -7 -6
RAY K (log M)
-13 -12 -11 -10 -9 -8 —7 -6
RAY K (Iog LI)
- 118
1,5 AÑOS
5HR E(+>
200
100
150
50
o
WKY E(+>
200
100
SHR E(->
WKY E(-)
130 -
80 -
30-
-20
-13
——A-—— Basal (5)
—O—— 1SmMK(B>
** *4’ ** ** **
**
3 3 - ‘4 0
u ¡ ¡
-12 -11 -10
RAY K
¡ ¡
-9 -8
(¡og M>
u u
-7 -6
Fig. 32.- Efecto de la despolarización previa con K~ 15 mM sobre la curva
concentración-respuesta a BAY K 8644 (l0>’2-l0-6M) en segmentos aórticos de las
cepas SUR y WKY con (E±)y sin (E-) endotelio de 1,5 años de edad. Los
resultados están expresados en 96 de la contracción originada por una solución de
K~ 75 mM, cuyos valores para los distintos casos están reflejados en la Tabla 6.
Cada punto representa la media aritmética, las barras el error estándar de la media,
entre paréntesis el número de segmentos utilizados y los asteriscos la significancia
estadística (t de Student). * p< 0,05 ** p< 0,02.
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Tabla 6.— Valores en mg de las contracciones originadas por K~ 75 mM en
segmentos aórticos procedentes de ratas de la cepa SHR Y WKY de diferentes
edades
5 SEMANAS
SHR E(+) 700 + ¡58 (7)
E(-) 1250 + 191 (7)
WKY
E(+) 712±240(6)
E(-) 750 ±362 (6) $
3 MESES
SHR
E(+) 1950 ± lOO (7) #
E(-) 2200 + 135 (13) #
WKY
E(+) 1750 ±210 (8) #
-______________________
E(-) 1100 ± 135(13)4’
6 MESES
SHR
E(+) 973 ±87 (14)
-______________________
E(-) 1397 + 103 (15)
WKY
E(+) 1550 ±236 (7) $
E(-) 972 ±165 (15) *
lAÑO
smi
E(+) 2100±¡00(9) #
E(-) 1517±110 (II) #
WKY
E(+) 1410 ±156 (7) 4’
E(-) 960 ±174 (5) ‘1’
1,5 AÑOS
SI-IR
E(+) 930 + 136 (10)
E(-) 2100 + 232 (9) *
WKY
E(+) 820 + III (5)
E(-) 11213± 138 (5)4’#
Entre paréntesis se indica el número de segmentos utilizados.
*p< 0,05 entre segmentos arteriales con (E +) y sin endotelio (E-) para
cada cepa y edad
$ p < 0,05 entre cepas dentro de cada grupo de edad.
.4 p < 0,05 entre cada una de las edades y la de 5 semanas.
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3.2.- Influencia de la cena sobre las curvas concentración-respuesta a
BAY K 8644
.
Para analizar la influencia de la cepa (WKY o SI-IR) sobre la respuesta a
BAY K 8644 se compararon las curvas a este agonista de calcio realizadas en las
diferentes condiciones experimentales.
3.2.1.- Arterias en situación basal
No se observaron diferencias entre las curvas concentración-respuesta a BAY
K 8644 en segmentos de ratas WKY y Sl-IR de 5 semanas, tanto en segmentos
arteriales con o sin endotelio (Fig. 33). Sin embargo, a los 3 meses, 6 meses y 1
año, el efecto contráctil de BAY K 8644 en las SHR con y sin endotelio fue mayor
que en las ratas WKY, observándose esta mayor respuesta prácticamente a lo largo
de toda la curva (Figs. 34,35 y 36).
En las ratas de 1,5 años de edad, se observó un incremento de la respuesta
a BAY K 8644 en segmentos de SI-IR con endotelio y en segmentos de ratas WKY
sin endotelio, aunque en el primer caso el incremento ocurrió a concentraciones altas
y en el segundo a concentraciones bajas (Hg. 37).
Al efectuar el análisis de la varianza de dos factores en función de la edad,
se observó que a las de 5 semanas, 3 meses, 6 meses y 1 año la respuesta
vasoconstrictora inducida por el BAY K 8644 varió en función de la cepa. No
ocurrió lo mismo al 1,5 años de edad, en donde no influyó el tipo de cepa en la
respuesta inducida por el BAY K 8644, debido probablemente al carácter inverso
de las diferencias en presencia y ausencia de endotelio (Tabla 7). Cuando se realizó
el análisis de la varianza en los segmentos con y sin endotelio por separado, se
observó que en ambos casos el efecto de este agonista de 2+ era distinto en
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función de la cepa (Tabla 7).
Por otra parte, a las edades de 1 año y 1,5 años y en la población completa
de segmentos con endotelio, se observó una interación con la concentración de
fármaco, lo que indica que las variaciones encontradas en función de la cepa, son
dependientes de la concentración de fármaco (Tabla 7).
Estos resultados permiten concluir que el efecto vasoconstrictor originado por
el BAY K 8644 en segmentos con y sin endotelio es distinto si los segmentos
arteriales pertenecen a la cepa SHR o WKY.
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45,4 ±22
45,9 ±21
56,6 ±25
67,9 ±26
91,6 ±28
102,3 ±30
~ ±17
23,4 ±15
30,4 ±16
19,3 ±13
21,1 ±í~
61,2 ±2393,6 ±24
72,2 ±37
109,3 ±56
92,2 ±45
85,6 ±43
104,7 ±43
149,8 ±58174,4 ±52
26,4 ±10
38,1 ±20
35,7 ±19
34,2 ±19
34,7 * 18
42,1 ±1664,9 ±16
Fig. 33.- Curvas concentración-respuesta a BAY K 8644 (10>’~ ~l06M) en
segmentos aórticos de ratas con (E+) y sin endotelio (E-) procedentes de las cepas
SUR y WKY de 5 semanas de edad. En la tabla inferior de la figura se especifican
los valores medios de contracción en % de los inducidos por K~ 75 mM y el error
estándar para cada una de las concentraciones de BAY K 8644. Los valores medios
de dicha contracción y el error estándar aparecen en la Tabla 6. Entre paréntesis se
especifica el número de segmentos arteriales utilizados.
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26,4±7
60,8 ±18
99.8 ±34
130,8±46
151,3 ± 51
172,1±49
188,8±44
0 ±0
52,7±0
57,2 ±12
69,6±12
69,9 ± 11
85.4±10
68,3 ± 10
0±0 **
0±0 **
0±0 **
2±2 **
4 ±4 **
8±8 **
38±26 **
0,6±0
0,6 ±Q **
1,4 ±0 **
8,7 ±5 *
20,6 ± 9 **
45,0± 17*
76,2 ± 21
Fig. 34.- Curvas concentración-respuesta a BAY K 8644 (1012 ~l&ó M) en
segmentos aórticos con (E+) y sin endotelio (E-) procedentes de las cepas SI-IR y
WKY de 3 meses de edad. En la tabla inferior de la figura se especifican los valores
medios de cada contracción en % de los inducidos por K~ 75 mM y el error
estándar para cada uno de las concentraciones de BAY K 8644. Los valores medios
de dicha contracción y el error estándar aparecen en la Tabla 6. Entre paréntesis se
especifica el número de segmentos arteriales utilizados. Los asteriscos representan
la significancia estadística (t de Student) entre la cepa WKY y SHR cuando los
segmentos arteriales tenían o no endotelio. * p< 0,05 **p< 0,02
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43,3 ±25
53,6 ±21
86,5 ±20
88,7 ±17
97,7 ±21
177,6 ±47
217,3 ±71
56,9 ±26
51,8 ±17
98,9 ±16
92,8 ±16
107.3±15
120,2 ±21
175,5 ±55
2,4 ±2 **
3,6 ±3 **
3,6 ±3 **
3 ±2 **
13,7±8 **
31,9 ±18
83,3 ±21
0,1 ±0 **
1,2 ±O **
11 ±6 *
15,2 ±7 *
31,9 ±20 *
63,3 ±20 **
31,9 ±20 **
Fig. 35.- Curvas concentración-respuesta a BAY K 8644 (10¡2~lO6 M) en
segmentos aórticos con (E+) y sin endotelio (E-) procedentes de las cepas SHR y
WKY de 6 meses de edad. En la tabla inferior de la figura se especifican los valores
medios de contracción en % de los inducidos por K~ ‘75 mM y el error estándar
para cada una de las concentraciones de BAY K 8644. Los valores medios de dicha
contracción y el error estándar aparecen en la Tabla 6. Entre paréntesis se especifica
el número de segmentos arteriales utilizados. Los asteriscos representan la
significancia estadística (t de Student) entre la cepa WKY y SHR cuando los
segmentos arteriales tenían o no endotelio. * p< 0,05 ** p ‘2 0,02
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lAÑO
‘13 -12 -11 -10 -9 -8 -7 -6
RAY K (log M)
Iog M SHR E(-.-) SHR(E-) WKY(E+) WKY(E-)
-12 0,1 ±0,0 13,2±2 77 +7 12,9±6
-11 11,4 ±6 6,7 ±3 12,5 ±11 17,2 ±7
-10 35,2 ± 11 37,0 ± 11 14,4 ± 13 * 18,8 ± 8
‘9 71,2 ±17 92,5 ± 20 14,4 ± 13 ** 20,3 ± ~ *
-8 89,4 ±19 122,9±27 16.4±ís~~ 26 ±8 **
-7 134,0±23 133,1±35 20,2±19~~ 33 ±1í**
-6 140,8 ±29 145,6±42 20,2 ±19 ** 36,4 ± 11 **
Fig. 36.- Curvas concentración-respuesta a BAY K 8644 (l0>’2~l0ó M) en
segmentos aórticos con (E +) y sin endotelio (E-) procedentes de las cepas SHIR y
WKY de 1 año de edad. En la tabla inferior de la figura se especifican los valores
medios de contracción en % de los inducidos por KT 75 mM y el error estándar
para cada una de las concentraciones de BAY K 8644. Los valores medios de dicha
contracción en cada caso aparecen en la Tabla 6. Entre paréntesis se especifica el
número de segmentos arteriales utilizados. Los asteriscos representan la significancia
estadística (t de Student) entre la cepa WKY y SHR cuando los segmentos arteriales
tenían o no endotelio. * p< 0,05
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Fig. 37.- Curvas concentración-respuesta a BAY K 8644 (1Q12-106 M) en
segmentos aórticos con (E+) y sin endotelio (E-) procedentes de las cepas S}IR y
WKY de 1,5 años de edad. En la tabla inferior de la figura se especifican los
valores medios de contracción en % de los inducidos por K~ ‘75 mM y sus errores
estándar para cada una de las concentraciones de BAY K 8644. Los valores medios
de dicha contracción y el error estándar aparecen en la Tabla 6. Entre paréntesis se
especifica el número de segmentos arteriales utilizados. Los asteriscos representan
la significancia estadística (t de Student) entre la cepa WKY y SHIR cuando los
segmentos arteriales tenían o no endotelio. * p< 0,05 **p’2 0,02.
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Tabla 7.- Valores de ji obtenidos en el análisis de la varianza (ANOVA)
de dos factores (cepa y concentración de BAY K 8644) para cada una de las edades
y en segmentos con (E+) y sin (E-) endotelio en situación basal o previamente
expuestos a K~ 15 mM.
10 15 miNi Basal K~ 15 mM
CEPA CEPA+
CONCENTRACION
¡__________E<—> ,OOO1 ,0819 ,0004 ,6551,OOO1 ,OOO1 <7673 ,5598
5 semanas ,0189 ,1354 ,9891 ,9876
13 mesesIIjIi~IIIIIj ,OOO1 ,OOO1 ,1063 ,9241,OOO1 ,0002 ,8066 ,1128[Áji~jjjjjjjj,OOO1 ,4869 ,0006
LEII~III1 ,6513 ,0568 ,0002
Los valores de p< 0,05 indican que el factor o factores objeto de estudio
influyen significativamente en la respuesta vascular del BAY K 8644 en la población
experimental. El factor concentración dio siempre significativo.
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3.2.2.- Arterias precontraidas con 1< 15 mM
Antes de efectuar la curva concentración-respuesta a este fármaco se
despolarizaron previamente los segmentos arteriales con una solución de K~ 15 mM.
La administración de BAY K 8644 en segmentos procedentes de ratas WKY
o Sl-IR de diferentes edades expuestos a una solución de K~ 15 mM produjo
respuestas contráctiles que fueron en general menores en la cepa WKY sobre todo
cuando los segmentos carecian de endotelio. Las respuestas obtenidas con las
primeras concentraciones de BAY K 8644 en segmentos arteriales con endotelio de
ratas WKY de 3, 6 meses y 1 año fueron menores que las de las SI-IR pero en
arterias de ratas de 5 semanas y 1 ,5 años no hubo diferencias entre las respuesta a
éste agonista de calcio (Figs. 38,39,40,41 y 42).
Al efectuar el análisis de la varianza de dos factores (cepa y concentración),
en toda la población de arterias, se observó que el tipo de cepa a la que pertenecían
los segmentos arteriales parcialmente despolarizados con 15 mlvi de K~ influía en
las respuestas vasculares del BAY K 8644 sólo en segmentos sin endotelio (Tabla
7).
Este análisis de la varianza referido a la edad indica que sólo cuando las ratas
tenían 3 y 6 meses de edad, la cepa a la que pertenecían los segmentos arteriales
podía determinar una respuesta vascular diferente al BAY K 8644 en los segmentos
previamente despolarizados con K~ 15 mlvi (Tabla 7).
De estos resultados se puede concluir que la respuesta del BAY K 8644 en
segmentos sin endotelio previamente expuestos a 15 mM de K + es dependiente de
la cepa a que pertenezcan.
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(Iog M)
¡cg M SI4R E(+) SHR E&) WKY E<+) WKY E&~)
-12
“11
-10
-9
-8
“7
-6
10,4 ±10
76,1 ±28
81,6 ±28
68,3 ±21
79,9 ±22
86,4 ±23
103,4 ±25
9,3 ±9
20,2 ±13
24,3 ±16
22,3 ±15
27,4 ±7
42,4 ±10
48,8 ±11
23,3 ±9
82,1 ±33
70,1 ±33
88,9 ±39
102,6 ±49
128.8 ±52
149,9 ±58
5.2 ± 3
38,9 ± 18
2S,6 ± 5
22,8 ± 10
29,6 ± 9
46,7 ± 8
47,1 ± 6
Fig. 38.- Curva concentración-respuesta a BAY K 8644 (l0-’~ -1Q6 M) en
segmentos aórticos con (E+) y sin endotelio (E-) procedentes de las cepas SI-IR y
WKY de 5 semanas de edad. Los segmentos se expusieron previamente a la
realización de la curva concentración-respuesta a una solución de K~ 15 mM. En
la tabla inferior de la figura se especifican los valores medios de contracción en 96
de respuesta inducida por una solución de K~ 75 mM y el error estándar para cada
una de las concentraciones de BAY K 8644. Los valores medios de dicha
contracción y el error estándar aparecen en la Tabla 6. Entre paréntesis se especifica
el número de segmentos arteriales utilizados.
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Iog M SHR E(+) SHR E&) WKY E<+) WKY E(-)
-12
-11
-10
-9
-8
-7
-6
57,4±21
74,3 ±17
107,7± 28
120,3± 33
121,4±33
139,6±31
138,6±31
21,2±9
59,2 ±14
69,2 ±14
74,3 ±14
75,7 ±14
97,6 ±15
96,3 ±13
0,1 ±0 *
0,1 ±0 *
54.5 ±32
76,4 ±37
80,7 ±37
134,2±30
187,9±23
0,6 ±0 *
4,4 ±2 *
4,~ ± 1 *
8.8 ± 3 *
47,4± 23 *
59,6± 9 *
72,7± g *
Hg. 39.- Curvas concentración-respuesta a BAY K 8644 (lO¡2~lOó M) en
segmentos aórticos con (E+) y sin endotelio (E-) procedentes de las cepas SHR y
WKY de 3 meses de edad. Los segmentos se expusieron previamente a la realización
de la curva concentración-respuesta a una solución de K~ 15 mM. En la tabla
inferior de la figura se especifican los valores medios de cada contracción en % de
la respuesta inducida por una solución de Kt 75 miNi y el error estándar para cada
una de las concentraciones de BAY K 8644. Los valores medios de dicha
contracción y el error estándar aparecen en la Tabla 6. Entre paréntesis se especifica
el número de segmentos arteriales utilizados. Los asteriscos representan la
significancia estadística (t de Student) entre la cepa WKY y SHR cuando los
segmentos arteriales tenían o no endotelio. * p’2 0,05 **p < 0,02.
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Iag M SI-IR E(+) SHR(E-) WKY<E+) WKY(E’~)
-12
-11
-10
-9
-8
-7’
-6
7,4 ± 3
48,7 ± 19
88,0 ± 37
121,0 ± 37
109,4 ± 27
130,9 ± 33
115,7 ± 35
42,9 ± 17
109,0 ±35
168,7 ±38
158,4 ±28
131.3 ±26
165.5 ± 15
154,0 ± 11
80,7 ±20 *.
80,1 ±28
98,2 ±23
102.5 ±21
100.6 ±15
100,3 ±10
110.9 ±14
41,5 ±19
46,8 ±20 *
59,0 ±13 **
79 ±18 *
82,3 ±15
87,6 ±15 **
87,8 ±12
Fig. 40.- Curvas concentración-respuesta a BAY K 8644 (l0l=~l0t~M) en
segmentos aórticos con (E+) y sin endotelio (E-) procedentes de las cepas SI-IR y
WKY de 6 meses de edad. Los segmentos se expusieron previamente a la realización
de la curva concentración-respuesta a una solución de Kt 15 mM. En la tabla
inferior de la figura se especifican los valores medios de cada contracción en % de
la respuesta inducida por K~ 75 mM y el error estándar para cada una de las
concentraciones de BAY K 8644. Los valores medios de dicha contracción y el error
estándar aparecen en la Tabla 6. Entre paréntesis se especifica el número de
segmentos arteriales utilizados. Los asteriscos representan la significancia estadística
(t de Student) entre la cepa WKY y SHR cuando los segmentos arteriales tenían o
no endotelio. * p< 0,05 ** p< 0,02.
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BAY K <Iog M)
Iog M SHR E(+) SHR(E’~) WKY(E+) WKY(E-)
-12
-11
-io
-g
-8
-7’
-6
7~3 ±3
70,0 ±25
831 +30
874 +25
125,8 ±20
2174 ~24
211 9 --31
7,4 ± 5
58,3 ±20
75.4 ±2í
58,3 ± 21
93,3 ± 19
116,1 ± 24
146,2 ± 28
222 + 5
40,6 ±9
76,6 ±17
118,3 ± 30
146,9 ± 37
181,1 ± 44
181,0 ± 42
36 + 3
37 +3 *
8,1 ±1 *
22,5 ± 8
52 ± 2 *
128,6 ± 28
142,8 ± 42
Fig. 41.- Curvas concentración-respuesta a BAY K 8644 (l0ll~ lO~ M) en
segmentos aórticos con (E±)y sin endotelio (E-) procedentes de las cepas SI-IR y
WKY de 1 año de edad. Los segmentos se expusieron previamente a la realización
de la curva concentración-respuesta a una solución de K~ 15 mM. En la tabla
inferior de la figura, se especifican los valores medios de contracción en % de la
respuesta inducida por K~ 75 mM y el error estándar para cada una de las
concentraciones de BAY K 8644. Los valores medios de dicha contracción y el error
estándar aparecen en la Tabla 6. Entre paréntesis se especifica el número de
segmentos arteriales utilizados. Los asteriscos representan la significancia estadística
(t de Swdent) entre la cepa WKY y SI-IR cuando los segmentos arteriales tenían o
no endotelio. * p< 0,05 ~~p< 0,02
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1,3 ±0
3,17 ±í
8,8 ±6
22,1 ±10
36,4 ±13
113,2 ±11
123,6 ±8
6,0 ± 3
11,5 ± 6
19,3±7
35,9 ±12
60,1 ±12
96,0 ±11
98,8 ± 11
0,2 ±0
4,2 ±1
20,6 ±7
39,8 ±9
77,1 ±9
127,3±2
129,4 ±7
3,6 ± 2
3,6 ± 2
-0,0±2 *
-3,6 ±3 **
4,0 ±3 **
-1,8 ±3 **
-5,5 ± 7 **
Fig. 42.- Curvas concentración-respuesta a BAY K 8644 (10I2~10ó M) en
segmentos aórticos con (E+) y sin endotelio (E-) procedentes de las cepas SHR y
WKY de 1.5 años de edad. Los segmentos se expusieron previamente a la
realización de la curva concentración-respuesta a una solución de K~ 15 mM. En
la tabla inferior de la figura se especifican los valores medios de contracción en
de la respuesta inducida por K~ 75 mM y el error estándar para cada una de las
concentraciones de BAY K 8644. Los valores medios de dicha contracción y el error
estándar aparecen en la Tabla 6. Entre paréntesis se especifica el número de
segmentos arteriales utilizados. Los asteriscos representan la significancia estadística
(t de Student) entre la cepa WKY y SUR cuando los segmentos arteriales tenían o
no endotelio. * p< 0,05 ** p< 0,02.
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3.3- Influencia de la edad sobre las curvas concentracíon-resuuesta a
BAY K 8644
Con el fin de estudiar la influencia de la edad sobre las respuestas
vasoconstrictoras a BAY K 8644 se compararon mediante la t de Student las
respuestas a las distintas edades con respecto a las obtenidas a las 5 semanas para
cada concentración de fármaco y en cada situación experimental (cepa SHR o WKY
arterias en situación basal o expuestas a K~ l5mM, arterias con y sin endotelio).
Además, se analizaron de forma global los resultados a todas las concentraciones de
BAY K 8644 en cada grupo experimental por análisis de la varianza de dos factores
(edad del animal y concentración de fármaco).
3.3.1..- Arterias en situación basal
Las respuestas obtenidas por el BAY K 8644 en segmentos con endoteho
pertenecientes a la cepa SHR tendieron a incrementarse con la edad hasta los 6
meses. Sin embargo, no fueron estadísticamente diferentes de las observadas a las
5 semanas a ninguna de las edades (Fig. 43).
En segmentos sin endotelio, de la cepa SHR, se observó un aumento de las
respuestas contráctiles a BAY K 8644 obtenidas a los 6 meses y 1 año con repecto
a las observadas a las 5 semanas (Fig. 43). El grupo de más edad (1,5 años),
presentó un efecto vasconstrictor muy bajo (Fig. 37).
El análisis de la varianza de dos factores mostró que en las arterias de la cepa
SHR con o sin endotelio, la edad influye significativamente en el efecto
vasoconstrictor del BAY K 8644 (Tabla 8).
- 135 -
Los resultados encontrados en la cepa WKY fueron diferentes a los
observados en la cepa SHR. Así, en segmentos aórticos con endotelio la respuesta
inducida por el BAY K 8644 en arterias de 5 semanas fue superior (aunque en
algunos casos no estadísticamente significativo) a la observada en segmentos del
resto de las edades. A los 3 meses, es donde se presentan diferencias significativas
a lo largo de toda la curva concentración-respuesta (Hg. 44). En segmentos sin
endotelio solo se encontraron diferencias significativas entre las respuestas inducidas
por concentraciones bajas de BAY K 8644 entre los segmentos de diferentes edades
respecto a los de 5 semanas (Fig. 44).
El análisis de la varianza de dos factores dió como resultado que en los
segmentos con o sin endotelio de la cepa WKY, la edad es un factor que influye en
las respuestas originadas por este agonista de Ca2~ (Tabla 8).
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Fig. 43.- Efecto de la edad sobre las curvas concentración-respuesta a BAY
K 8644 (l0>’2~lOó M) en segmentos aórticos con (E+) y sin (E-) endotelio de la
cepa SRR de 5 semanas, 3 meses, 6 meses, 1 año y 1,5 años de edad. Los
resultados están expresados en % de la contracción originada por K~ 75 mM cuyos
valores están reflejados para los distintos casos en la Tabla 6. Cada histograma
representa la media aritmética y las barras verticales el error estándar de la media.
El número de segmentos arteriales utilizados en la realización de los experimentos
estuvo comprendido entre 5 y 16. Los asteriscos representan la significancia entre
cada una de las edades respecto a la de 5 semanas. * p< 0,05 ** p< 0,02.
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Fig. 44.- Efecto de la edad sobre las curvas concentración-respuesta a BAY
K 8644 (1012 -10k M) en segmentos aórticos con (E+) y sin (E-) endotelio de la
cepa WKY de 5 semanas, 3 meses, 6 meses, 1 año y 1,5 años de edad. Los
resultados están expresados en % de la contracción originada por K~ 75 mM cuyos
valores para los distintos casos están reflejados en la Tabla 6. Cada histograma
representa la media aritmética y las barras verticales el error estándar de la media.
El número de segmentos arteriales utilizados en la realización de los experimentos
estuvo comprendido entre 4 y 14. Los asteriscos representan la significancia
estadística (t de Student) entre cada una de las edades respecto a la de 5 semanas.
* p< 0,05 ** p< 0,02.
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Tabla 8.- Valores de p obtenidos en el análisis de la varianza (ANOVA)
de dos factores (edad y concentración de BAY K 8644) para cada una de las cepas
con (E±)y sin endotelio (E-) en situación basal y cuando los segmentos previamente
se expusieron a Kt 15 mM.
EDAD
15 mM 10
EDAD +
CONCENTRACION
Basal 15 mM K~
SHR (+> ,0001 ,0001 ,9900 ,4568
SHR <—> ,0001 ,O0O1 <7028 ,9410
WKY (+) ,0001 ,1911 ,9999 4340
,0070 ,O0O1 ,9367 ,5720
Los valores de pc 0,05 indican que el factor o factores objeto de estudio
influyen significativamente en la respuesta vascular del BAY K 8644 en la población
experimental. El factor concentración dio siempre significativo.
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3.3.2.- Arterias precontraídas con K~ 15 mM
Cuando se realizaron las curvas concentración-respuesta a BAY 1< 8644 en
segmentos de las cepas WKY y SHR con o sin endotelio previamente expuestos a
K~ 15 mM, los resultados obtenidos en función de la edad están representados en
las Figs. 45 y 46.
El efecto producido por el BAY K 8644 en segmentos con endotelio de la
cepa SHR, prácticamente fue igual a todas las edades. Sólo se observaron
incrementos significativos en la respuesta al año y a concentraciones altas (10>’ y 106
M) y reducciones en arterias de 1,5 años y a las concentraciones de 10” a lO~ M
comparadas con las obtenidas a las 5 semanas (Fig. 45). En segmentos sin endotelio
de la misma cepa se observó en general un incremento de la respuesta a BAY K
8644 a los 3 meses, 6 meses y 1 año con respecto a la de 5 semanas. También se
observó este fenómeno en las arterias de 1,5 años, pero a concentraciones altas del
agonista de calcio (Fig. 45).
En segmentos de la cepa WKY con endotelio, prácticamente no hubo
diferencias en la contracción originada por el BAY K 8644 en función de la edad.
Sólo a dosis bajas (10~l2 a 1O~lo M) y en segmentos de 3 meses y 1,5 años de edad,
se observó un efecto contráctil menor que al obtenido a las 5 semanas (Fig. 46).
Cuando se le suprimió el endotelio, a los segmentos de la misma cepa, se
observaron aumentos a concentraciones altas y reducciones de la respuesta al
agonista a las edades de 1 año y 1,5 años, respectivamente, con respecto a los
segmentos de 5 semanas (Fig. 46).
El análisis de la varianza de dos factores (edad y concentración) muestra que
la edad influye en la respuesta vascular del BAY K 8644 en segmentos con y sin
endotelio expuestos a una solución de I<~ 15 mM (Tabla 8). Sin embargo, en la cepa
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WKY, la edad del animal sólo influye en la respuesta al BAY K 8644 en los
segmentos sin endotelio.
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Fig. 45.- Efecto de la edad sobre las curvas concentración-respuesta a BAY
K 8644 (lO-’~- l0~ M) en segmentos aórticos con (E+) y sin (E-) endotelio de la
cepa SI-IR de 5 semanas, 3 meses, 6 meses, 1 año y 1,5 años de edad. Los
segmentos previamente se expusieron a una solución de K~ 15 mM. Los resultados
están expresados en 96 de la contracción originada por K~ 75 mM, cuyos valores
para los distintos casos están reflejados en la Tabla 6. Cada histograma representa
la media aritmética y las barras verticales el error estándar de la media. El número
de segmentos arteriales utilizados en la realización de los experimentos estuvo
comprendido entre 5 y 12. Los asteriscos representan la significancia estadística (t
de Student) entre cada tina de las edades respecto a la de 5 semanas.
* p< 0,05 ** p< 0,02.
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Fig. 46.- Efecto de la edad sobre las curvas concentración-respuesta a BAY
K 8644 (1012 -lOt M) en segmentos aórticos con (E±)y sin (E-) endotelio de la
cepa WKY de 5 semanas, 3 meses, 6 meses, 1 año y 1,5 años de edad. Los
segmentos previamente se expusieron a una solución de K~ 15 mM. Los resultados
están expresados en 96 de la contracción originada por K~ 75 mM, cuyos valores
están reflejados en la Tabla 6. Cada histograma representa la media aritmética y las
barras verticales el error estándar de la media. El número de segmentos arteriales
utilizados en la realización de los experimentos estuvo comprendido entre 4 y 16.
Los asteriscos representan la significancia estadística (t de Student) entre cada una
de las edades respecto a la de 5 semanas. * p< 0,05 ** p< 0,02.
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3.4.- Influencia del endotelio sobre las curvas concentración-resouesta a
RAY 1<8644
.
El estudio comparativo entre las diferentes respuestas a BAY K 8644 en
segmentos de ratas WKY y SHR de diferentes edades está representado en las Figs.
47 y 48.
3.4.1.- Arterias en situación basal
En los segmentos arteriales procedentes de las cepas SUR o WKY no se ha
observado, en general, diferencias significativas en función del endotelio en la
respuesta inducida por el BAY K 8644. Tan sólo se ha observado en las ratas de 3
meses y 1 ,5 años de la cepa SuR una reducción de la contracción tras la retirada del
endotelio a concentraciones altas de este agonista (Figs. 41 y 42).
El análisis de la varianza de dos factores demostró que la presencia o no de
endotelio influía en los efectos contráctiles del BAY K 8644 en las arterias de la
cepa SI-IR pero no afectaba a las obtenidas en las de la cepa WKY (Tabla 9).
Realizando el análisis de la varianza en función de la edad, se observó que el
endotelio no influía en las respuestas del BAY K 8644 a ninguna de las edades.
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Fig. 47.- Efecto de la presencia (E+) o ausencia de endotelio (E-) sobre la
curva concentración-respuesta a BAY K 8644 en segmentos aórticos procedentes de
la cepa SI-IR de 5 semanas, 3 meses, 6 meses, 1 año y 1 ,5 años. El BAY K 8644
se administró en concentraciones crecientes y acumulativas (lO>’2~l0~ M). Los
resultados están expresados en % de la respuesta inducida por K~ 75 mlvi, cuyos
valores para los distintos casos aparecen en la Tabla 6. Cada punto representa la
media aritmética y las barras verticales el error estándar de la media. Entre
paréntesis el número de segmentos utilizados y los asteriscos la signiticancia
estadística (t de Student). * pC 0,05 ** p< 0,02.
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Fig. 48.- Efecto de la presencia (E+) o ausencia de endotelio (E-) sobre la
curva concentración-respuesta a BAY K 8644 en segmentos aórticos procedentes de
la cepa WKY deS semanas, 3 meses, 6 meses, 1 año y 1,5 años. El BAY K 8644
se administró en concentraciones crecientes y acumulativas (104=~10ó M). Los
resultados están expresados como contracción respecto al % de la respuesta inducida
por i<~ 75 mlvi, cuyos valores para los distintos casos aparecen en la Tabla 6. Cada
punto representa la media aritmética y las barras verticales el error estándar de la
media. Entre paréntesis el número de segmentos utilizados.
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Tabla 9 .- Valores de p obtenidos en el análisis de la varianza (ANOVA) de
dos factores (endotelio y concentración de BAY K 8644) dentro de la misma cepa
y para cada una de las edades en situación basal y cuando los segmentos
previamente se expusieron a K~ 15 mM.
15 mM K~ Basal 15 mM K~
ENDOTELIO
ENDOTELIO +
CONCENTRACION
(SUR
WKY
,0292 ,1070 ,1294 ,1838
,8l40 ,OOO1 ,238l ,0076
5 semanas ,5260 ,OO1O ,8854 ,6393
3 meses ,7901 ,1921 ,9426 ,4234
6 meses ,7542 ,2824 ,7200 ,9913
1 año ,l374 ,0129 ,2978 ,0846
1,5 años ,2797 ,0128 ,2400 ,0003
Los valores de p’2 0,05 indican que el factor o factores objeto de estudio
influyen significativamente en la respuesta vascular del BAY 1< 8644. El factor
concentración dio siempre significativo.
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Basal
3.4.2.- Arterias precontraidas con 10 15 mM
La respuesta contráctil inducida por BAY K 8644 en segmentos arteriales
procedentes de la cepa SHR de todas las edades (5 semanas, 3 meses, 6 meses, 1
año y 1,5 años) fue similar en arterias con o sin endotelio (Fig. 49). Sin embargo,
en arterias de ratas WKY el efecto contráctil del BAY K 8644 fue mayor en los
segmentos con endotelio, aunque el aumento no fue significativo en segmentos de
5 semanas y 6 meses (Fig. 50). Estos resultados se ratificaron con el análisis de la
varianza de dos factores (Tabla 9). Efectuando este análisis en función de la edad,
se demostró que la presencia de endotelio en segmentos de 5 semanas, 1 año y 1 ,5
años modificaba la respuesta vasoconstrictora de este agonista (Tabla 9).
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Fig. 49..- Efecto de la presencia (E+) o ausencia de endotelio (E-) sobre la
curva concentración-respuesta a BAY K 8644 en segmentos aórticos procedentes
de la cepa SI-IR de 5 semanas, 3 meses, 6 meses, 1 año y 1,5 años. El BAY K
8644 se administró en concentraciones crecientes y acumulativas (i0-J2~ L0~ M),
después de la despolarización previa de los segmentos con una solución de K~ 15
mM. Los resultados están expresados en 04 de la respuesta vasoconstrictora inducida
por Kt 75 mM, cuyos valores para los distintos casos aparecen en la Tabla 6. Cada
punto representa la media aritmética y las barras verticales el error estándar de la
media. Entre paréntesis el número de segmentos utilizados y los asteriscos la
significancia estadística (t de Student). * p< 0,05 ** p< 0,02
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Fig. 50.- Efecto de la presencia (E+) o ausencia de endotelio E(-) sobre la
curva concentración-respuesta a BAY K 8644 en segmentos aórticos procedentes de
la cepa WKY deS semanas, 3 meses, 6 meses, 1 año y 1,5 años, El BAY K 8644
se administró en concentraciones crecientes y acumulativas (10l=~l0óM), después
de la despolarización previa de los segmentos con K~ 15 mM. Los resultados están
expresados en % de la respuesta vasoconstrictora inducida por K~ 7SmM, cuyos
valores para los distintos casos aparecen en la Tabla 6. Cada punto representa la
media aritmética y las barras verticales el error estándar de la media. Entre
paréntesis el número de segmentos utilizados y los asteriscos la significancia
estadística (t de Student). * p< 0,05 ** p< 0,02
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4.- ESTUDIO ESTADíSTICO DE LA POBLACION GLOBAL POR
MEDIO DEL ANALISIS DE LA VARIANZA DE TRES FACTORES (ANOVA
)
Para analizar la influencia de cada uno de los parametros objeto de estudio
(endotelio, cepa y edad) sobre las respuestas a nifedipina o BAY K 8644 en el
conjunto de la población, se realizó un análisis estadístico de la varianza de estos
tres factores. Debido al gran volumen de datos, el análisis se tuvo que efectuar para
cada concentración de fármaco. Se consideraron diferencias significativas para
valores de p< 0,05.
En las tablas 10, 11, 12 y 13 se especifican los valores de p para cada
concentración de nifedipina o BAY K 8644 en función de cada uno de los
parámetros antes citados por separado o interrelacionando unos con otros.
4.1..- Estudio de las curvas concentración-resDuesta a nifediDina
Como en los estudios anteriores, se analizaron los valores de las curvas
concentración-respuesta en dos casos:
1.- Cuando se realizaron bajo un tono contráctil producido por una solución
de K~ 50 mM.
2.- Cuando el tono contráctil se indujo con tina solución de NA 10>’ M.
4.1.1.- Arterias precontraidas con K~ 50 mM
La Tabla 10 muestra los valores de p obtenidos en el análisis de la varianza
para cada una de las concentraciones y cuando las curvas concentración-respuesta
a nifedipina se efectuaron en arterias previamente contraídas con K~ 50 mM.
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Los resultados obtenidos muestran que la edad es un factor determinante en
las respuestas a nifedipina obtenidas en el conjunto de la población (ratas SHR o
WKY con y sin endotelio), ya que se obtienen valores de p< 0,05 para todas las
concentraciones excepto para lO~ M. La cepa parece también influir, aunque en
menor grado, en las respuestas producidas por este antagonista. Por el contrario, la
presencia o no de entiotelio no influyó de manera significativa excepto a las
concentraciones de IO~< y 10>’ M de nifedipina.
Si consideramos dos factores juntos:
El endotelio y la cepa. Estos dos factores repercuten en las respuestas
obtenidas, es decir, el hecho de que los segmentos tengan o no endotelio y
pertenezcan a la cepa SHR o WKY hace que las curvas concentración-respuesta a
este fármaco sean distintas.
2.- Lo mismo ocurre con la intención entre cepa y edad, es decir, las
diferencias encontradas entre las cepas van a ser diferentes en función de la edad.
3.- Por otra parte, al estudiar la intención entre endotelio y edad nos
encontramos con valores en general > 0,05, lo que indica que las diferencias
encontradas a las distintas edades no están determinadas por la presencia o no de
endotelio.
Cuando se estudian los tres Jáctores juntos se obtienen diferencias
significativas a las concentraciones de 1011 a 10~ M, lo que quiere decir, que los
efectos diferentes observados en función de la edad a esas concentraciones van a
depender de la cepa del animal y de si tienen o no endotelio.
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Tabla 10.- Valores de p obtenidos en el análisis de la varianza (ANOVA) de
tres factores (endotelio, cepa y edad) individualmente e interrelacionados entre sí.
NIFEDIPINA (Iog M)
-12 —11 -9 -8 -7
II
CEPA(A) ,0007 ,O0O1 ,0107 ¡ ,0322 ,2052 ,2945 ,0136
ENDOTELIO(B) ,1414 ,2706 ,7869 ,7736 ,0036 ,0048 ,2094
EDAD (C) ,0058 ,0004 ,0034 ,5492 ,0001 ,OO01 ,0001
AB ,0494 ,0001 ,O0O1 ,OO0l ,0002 ,0123 ,1566
AC ,0003 ,OOOI ,OOO1 ,0001 ,OOO1 ,0001 ,O001
BC ,0899 ,O0Q8 ,0056 ,1964 ,0964 ,3138 ,8143
ABC ,4738 ,0019 ,0074 ,OOLO ,0286 ,4237 ,9413
-6
El análisis estadístico se ha realizado individualmente para cada una de las
concentraciones de nifedipina empleadas en la curva concentración-respuesta cuando
los segmentos arteriales habían sido contraídos previamente con K~ 50 mM.
Los valores de p’2 0,05 indican que el factor o factores objeto de estudio
influyen significativamente en la respuesta vascular de la nifedipina.
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4.1.2.- Arterias orecontraidas con NA ¡0~ M
Los valores de p obtenidos mediante el análisis de la varianza cuando el tono
contráctil se indujo con NA 10>’ M antes de efectuar la curva concentración-
respuesta a nifedipina, se especifican en la Tabla 11.
La edad de los animales influye en las respuestas vasculares obtenidas por la
nifedipina en el conjunto de la población objeto de estudio. La presencia o no de
endotetio influye significativamente en las respuestas vasodilatadoras a algunas dosis
(10”, l0-’% 10~> y 10>’ M) de nifedipina. Sin embargo, la cepa no influye pan nada
en los resultados obtenidos teniendo en cuenta el conjunto de la población.
Cuando se consideran dos parámetros juntos de los anteriormente citados, se
obtuvieron los siguientes resultados:
1 .- La cepa y el endotelio no modifican las curvas concentración-respuesta
a nifedipina.
2.- La cepa y la edad, si influyen en las respuestas vasodilatadoras de la
nifedipina en el conjunto de la población. Es decir, las diferencias que se encuentran
en función de la edad van a depender de la cepa.
3.- El endotelio y la edad también son parámetros que modifican las
respuestas vasculares del fármaco. Por tanto, las variaciones que se encuentran en
función de la presencia o ausencia de endotelio dependen de la edad.
El análisis de la varianza teniendo en cuenta los tres parámetros juntos
<‘endotelio, cepa y edad) indica que éstos no repercuten en las respuestas de la
nifedipina sobre la población objeto de estudio, es decir, las diferencias encontradas
para uno de los factores no son dependientes de los otros dos.
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Tabla ¡ 1.— Valores de p obtenidos en el análisis de la varianza (ANOVA) de
tres factores (endotelio, cepa y edad) individualmente e interrelacionados entre sí.
NIFEDIPINA (Iog M)
-12
—11 -lo -9 -8 -7
II
CEPA(A) ,7693 ,7693 ,5182 ,1568 ,8216 ,4468 ,2057
ENDOTELIO(B) ,1256 ,0170 ,O001 ,0013 ,2433 ,0467 ,3991
EDAD (C) ,0032 ,0031 ,OOOl ,OOO1 ,OOO1 ,OOOl ,OOOiI
AB ,1575 ,6242 ,2919 ,6273 ,9186 ,4932 ,4868
AC ,0003 ,0034 ,1461 ,0166 ,0079 ,0002 0066
BC ,0104 ,0034 ,0001 ,000L ,0066 ,0007 ,0049
ABC ,0730 ,2354 ,4711 ,0892 ,1562 ,2082 ,4246
-6
El análisis estadístico se ha realizado individualmente para cada una de las
concentraciones de nifedipina utilizadas en la curva concentración-respuesta cuando
los segmentos arteriales habían sido contraídos previamente con NA 10>’ M.
Los valores de p < 0,05 indican que el factor o factores objeto de estudio
influyen significativamente en la respuesta vascular de la nifedipina.
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4.2.- Estudio de las curvas concentración-respuesta a BAY K 8644
Al igual que en los casos anteriores, el análisis de la varianza de tres
factores, se realizó en el conjunto de la población para cada concentración de BAY
K 8644 y en los dos casos experimentales siguientes:
Cuando las arterias estaban en situación basal.
2.- Exponiendo previamente los segmentos arteriales a una solución de K~
15 mM.
4.2.1.- Arterias en situación basal
Como se puede observar en la Tabla 12, la presencia o no de endotelio no
influyó en la respuesta vasoconstrictora del BAY K 8644. La edad sólo influyó a las
concentraciones i0’~ y 1011 del fármaco y el tipo de cepa puede hacer variar la
respuesta del BAY K 8644 a las concentraciones de 10’~ a 10>’ M.
Al considerar dos factores juntos se obtuvieron las siguientes conclusiones:
La cepa y el endotelio no influyen en la respuesta a este fármaco, pero sí la
cepa y la edad del animal a prácticamente todas las concentraciones (l0í=~10>’ M),
lo que indica que las diferencias encontradas en la contracción del BAY K 8644 en
función de la cepa va a depender de la edad del animal, pero no del endotelio. En
cuanto a los valores encontrados para la interacción entre endotelio y edad
lógicamente fueron > 0,05, teniendo en cuenta los valores encontrados para cada
uno de los factores por separado
Cuando se analizó la interación de los tres factores juntos (cepa, endotelio,
y edad), no se encontró interacción significativa en las respuestas a este agonista de
Ca2
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Tabla 12.- Valores de p obtenidos en el análisis de la varianza (ANOVA) de
tres factores (endotelio, cepa y edad> individuairnente e interrelacionados entre sí.
RAY K 8644 (log M)
L
II
-12 —11 -lo -9 -8 -7
II
CEPA(A) ,6930 ,6706 ,0031 ,OOOI ,OOO1 ,0001 ,OO01
ENDOTELIO(B) ,7827 - ,4731 ,4860 ,2339 ,2878 ,1607 ,2129
EDAD (C) $1470 ,0450 ,0979 ,5507 ,5276 ,8799 ,2240
AB ,5877 ,9976 ,5365 ,1631 ,1187 ,0585 ,8223
AC ,0040 ,0009 ,OOOI ,OOOl ,OOO1 ,0496 ,0794
BC ,8243 ,2160 ,1318 ,1267 ¡ ,0171 ,5715 ,6343
ABC ,4606 ,6684 ,3647 ,5237 ,2288 ,0804 ,0590
-6
El análisis estadístico se ha realizado individualmente para cada una de las
concentraciones de BAY K 8644 empleadas en la curva concentración-respuesta en
situación basal.
p < 0,05 indica que el factor o factores objeto de estudio influyen
significativamente en la respuesta vascular del BAY K 8644.
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4.2.2.- Arterias expuestas a una solución de K~ 15 mM
Cuando los segmentos arteriales estaban previamente expuestos a una
solución de K~ 15 mM, el estudio de la ANOVA de tres factores dio los siguientes
resultados (Tabla 13):
La cepa y el endotelio, individualmente no modifican las respuestas
vasculares a este fármaco en estas condiciones excepto a 1011 y l0-’~> M en el caso
de la cepa y lo>’ y 10 M en el caso del endotelio. Sin embargo, la edad del animal,
puede modificar los valores contráctiles del BAY K 8644 a lo largo de toda la curva
concentración-respuesta.
Al tener en cuenta dos factores juntos, prácticamente las respuestas
vasoconstrictoras del HAY K 8644 son las mismas excepto la cepa y el endotelio que
conjuntamente pueden modificar las respuestas vasculares de este fármaco. Cuando
se tienen en cuenta los tres factores juntos (cepa, edad y endotelio), éstos no
influyen de forma significativa en las respuestas vasculares del HAY K 8644.
Por tanto, en esta situación experimental, las curvas concentración-repuesta
a BAY K 8644 sólo parecen verse afectadas en mayor grado por el edad de los
animales cuando se tiene en cuenta el conjunto de la población.
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Tabla 13.- Valores de p obtenidos en el análisis de la varianza (ANOVA) de
tres factores (endotelio, cepa y edad) individualmente e interrelacionados entre sí.
BAY El 8644 (Iog M)
II
-12 —11 -10 -9 -8 -7
II
CEPA(A) ,4492 ,0384 ,0146 ,0818 ,3267 ,1304 ,6328
ENDOTELIO(B) ,7378 ,7417 ,4550 ,2679 ,2513 $1313 ,OOO5_-~
,0017EDAD (C) ,OOO1 ,0005 ,OOO1 ,0002 ,0022 ,0006
AB ,0083 ,1732 ,0221 ,0259 ,0089 ,1633 ,0022
AC ,OOO1 ,2723 ,2971 ,2041 ,5986 ,1272 ,0102
BC ,4669 ,2074 ,2133 ,2777 ,2660 ,2405 ,0i152
ABC ,0345 ¡ ,2340 ,2364 ,8669 ¡ ,6052 , ,0799 ,9592
-6
El análisis estadístico se ha realizado individualmente para cada una de las
concentraciones de BAY K 8644 utilizadas en la curva concentración-respuesta,
cuando los segmentos arteriales habían sido expuestos previamente a K~ 15 mM.
p < 0,05 indica que el factor o factores objeto de estudio influyen
significativamente en la respuesta vascular del BAY K 8644.
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DISCUSION
El tono del músculo liso vascular, principal responsable del mantenimiento
de la presión arterial, está regulado por múltiples factores entre los que
mencionaremos: 1 (3) La inervación de los vasos, cuya densidad varía de un lecho
vascular a otro, 2~>) Las sustancias circulantes como catecolaminas o las liberadas
de las plaquetas como serotonina y tromboxanos, Y’) La presión parcial de oxígeno
(PO,) y el mismo fluido sanguíneo al rozar o presionar las paredes de los vasos, y
40) las células endoteliales que influyen en dicho tono al liberar sustancias como
eicosanoides, óxido nítrico o endotelinas en respuesta a determinados estímulos
(Norberg, 1967; Vanhoutte 1988, 1991).
La influencia que cada uno de estos factores tiene en el control del tono
vascular va a depender de las condiciones fisiológicas y del lecho vascular estudiado
y van a ser en última instancia los niveles intracelulares de Ca2~ en las células
musculares lisas los responsables del mantenimiento del tono vascular ya que un
incremento en dichos niveles es necesario para que el proceso contráctil tenga lugar.
Asimismo, este incremento de [Ca2~~~~]es necesario para la síntesis y liberación de
factores endoteliales como el EDRE-NO, y para la secreción de neurotransmisores.
Los distintos agentes que incrementan el tono vascular, aumentan los niveles
de Ca=+intracelular de forma diferente. La estimulación de receptores facilita la
entrada de Ca2~ a la célula a través de los CDR e induce la liberación de CaU
secuestrado en los depósitos intracelulares. Por otra parte, la despolarización de la
membrana abre los CVD permitiendo la entrada de Ca ; estos canales pueden ser
también activados por la interacción de un agonista con su receptor (Hurwitz, 1986;
Khalil, 1987; Nelson y col., 1990; Pelzer y col., 1990; Bertolino, y Llinás, 1992).
La entrada de Ca2~ a la célula puede ser inhibida o facilitada por los
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antagonistas y agonistas de los canales de Ca2~, como la nifedipina (Cauvin y col.,
1983) y el BAY K 8644 (Schramm y col., 1983), que ocasionan vasodilatación y
vaconstricción. respectivamente. Algunos autores (Meisheri y col., 198 1; Yamamoto
y col., 1984; Lontzenhinser y col., 1984; Fleckenstein, 1985) han descrito que la
nifedipina y el BAY K 8644 actúan fundamentalmente a nivel de los CVD lo que
habla en favor de la existencia de dos vías diferentes de entrada de CáQ una a
través de los CVD y otra a través de los CDR. Sin embargo, otros autores (Cheung,
1985; (loto y col., 1985; Dong y Wadsworth, 1986; Chiu y col., 1987) han
comprobado que estos fármacos actúan con la misma efectividad en los dos tipos de
canales, sugiriendo que ambos son la misma entidad.
La hipertensión es un proceso patológico que cursa con un aumento de la
resistencia vascular periférica (Nayler, 1988; Marín, 1993). Alteraciones en los
movimientos celulares de Ca~ podrían estar involucradas en la hipersensibilidad e
hiperreactividad a sustancias vasoconstrictoras y en la hipertrofia observada en
arterias de pacientes hipertensos y de animales de experimentación (Mulvany, 1983;
Lever, 1986; Lúscher y col., 1988; Sharma y Bhalla, 1988; Scott-Burden y col.,
1989; Bolzon y Cheung, 1989). Por otra parte, se ha comprobado también que con
la edad se originan cambios asociados al sistema cardiovascular, especialmente en
la estructura y función de las arterias. Así, se ha observado engrosamiento y
calcificación en la pared vascular humana con una relación colágeno/elastina
incrementada (Wellan y Edwards, 1950; Harris 1975) e incremento de la resistencia
periférica lo que ocasiona el aumento de la presión arterial.
Estos cambios vasculares producidos por la edad y la hipertensión pueden
verse incrementados como consecuencia de alteraciones endoteliales asociadas a
estos procesos. Así, se ha demostrado que las respuestas vasodilatadoras
dependientes y no dependientes de endotelio están disminuidas en animales viejos
(Chinellato y col., 1991).
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Los antagonistas de calcio se han utilizado en el tratamiento de la
hipertensión debido a sus propiedades vasodilatadoras. Al contrario que otros
vasodilatadores estos fármacos disminuyen la presión arterial más eficazmente en
hipertensos que en normotensos (Hulthen y col., 1982; Scriabine y Kazda, 1989).
Se ha sugerido que este fenómeno es debido a alteraciones en los canales de calcio
producidos por la hipertensión (Aoki y col., 1982; Aoki y Asano, 1986; Rusch y
Hermsmeyer, 1988; Hermsmeyer y Rusch, 1989; Hermsmeyer, 1991).
Debido a estas alteraciones vasculares asociadas a la hipertensión, la edad y
el endotelio, en este trabajo se ha estudiado la influencia de estos tres factores en las
respuestas que en segmentos de aorta de rata producen dos moduladores de la
entrada de Ca2~, el agonista BAY K 8644 y el antagonista de Ca2~ nifedipina. Para
ello, se han utilizado aortas de la cepa Sl-IR y su control WKY de diferentes edades.
Se ha elegido este modelo de hipertensión animal por ser uno de los más conocidos,
y en el que las alteraciones en el metabolismo del Ca2t están estrechamente
relacionadas con las observadas en la hipertensión esencial (Young y col, 1990). La
medida de la presión arterial de estos animales confirmó que estaba elevada en las
SHR a partir de los 3 meses y se mantuvo elevada en los animales de año y medio
de edad. Sin embargo, las ratas SI-IR de 5 semanas tuvieron una presión arterial
similar a las WKY por lo que se les consideró como prehipertensas.
1.- INFLUENCIA DE LA H]PERThNSION EN LAS RESPUESTAS
VASCULARES A LOS MODULADORES DE LA ENTRADA DE Ca2t
La hipertensión es un proceso patológico en el que están involucrados
distintos mecanismos que dan como resultado final un aumento de la presión
arterial. Entre los diferentes factores implicados en el desarrollo de la hipertensión
están las modificaciones en el metabolismo del Ca2t que ocupan un lugar destacado.
Así se han descrito alteraciones en: 1 0) Los canales de Ca2t, 2~) La captación de
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a nivel celular, 30) La unión del Ca2~ a proteínas de la membrana celular y
retículo sarcoplásmico (Marín, 1993). Corno resultado de todas estas alteraciones se
produce un aumento del Ca2’ intracelular que probablemente condiciona una
respuesta vascular incrementada (Losse y col., 1984; Bukoski y col., 1987; Bukoski,
1990; Jelicks y Gupta, 1990; Sugiyama y col., 1990; Dufilbo y col., 1992;
Schússler y col., 1992).
1.1.- Efectos de la nifediDina
Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que el K~ indujo
respuestas vasoconstrictoras probablemente debidas a la entrada de Ca2~ a la célula
por los CVD. Estas respuestas fueron similares en arterias con endotelio procedentes
de ratas WKY y SHR. Sin embargo, en ausencia de endotelio, las respuestas
vasoconstrictoras a Kt fueron, en general, mayores en las arterias SHR que en las
WKY. Estos resultados están de acuerdo con los descritos por algunos investigadores
(Bolzon y Cheung, 1989; Arvola y col., 1993), aunque otros no observaron
diferencias en las respuestas vasoconstrictoras del Kt entre una y otra cepa (Lipe
y Moulds, 1985; Dong y Wadsworth, 1986). El incremento en las respuestas a
en arterias hipertensas puede ser debido a un aumento de la entrada de Ca2t a través
de los CVD en la cepa SHR.
En las arterias contraídas con K~, la relajación originada por la nifedipina en
los segmentos con endotelio procedentes de animales de 3 meses, 6 meses y 1 ,5
años, fije mayor en aorta de la cepa SHR que WKY. Otros investigadores han
mostrado también un aumento de la potencia de los antagonistas de Ca2~ en vasos
de la cepa SHR en comparación a sus controles (Hulthen y col., 1982; Takata y
Hutehinson 1983; Kazda y col., 1985; Boonen y De Mey., 1990; Cattaneo y col.,
1990; Arvola y col., 1992; Arvola y col., 1993). En otro modelo de hipertensión
animal, el de la perinefritis de conejo, también se ha encontrado un mayor efecto
de los antagonistas de Ca2t nifedipina y nimodipina (Dong y Wadsworth, 1986). Sin
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embargo, otros resultados indican equipotencia de algunos antagonistas de C~t en
vasos de las cepas SHR y WKY o incluso mayor respuesta en la cepa WKY
(Nghiern y col. 1982; Aoki y Asano, 1986; Cauvin y col., 1987; Cassie y col.,
1990; Cattaneo y col., 1990). Las diferencias observadas entre los distintos
investigadores en las respuestas vasculares de la nifedipina pueden ser debidas al
tipo de lecho vascular utilizado y al tipo de agente vasoconstrictor empleado en la
realización de los experimentos. Además, la presencia o no de endotelio parece
también influir en la respuesta de la nifedipina. Así pudimos observar que su efecto
fue mayor en aorta de la cepa WKY que en la cepa SHR en segmentos sin endotelio,
de 3 meses, 6 meses y 1 año.
Cuando se analizaron estadísticamente los datos mediante el análisis de la
varianza, se confirmó que la respuesta vascular de la nifedipina depende del tipo
de cepa, tanto en segmentos con endotelio como sin endotelio. Cuando la ANOVA
se hizo para cada edad no se obtuvieron diferencias estadísticas en función de la
cepa a las 5 semanas, 3 meses, 6 meses debido probablemente a la dirección opuesta
de los resultados en función de la presencia o ausencia de endotelio. Sin embargo,
al año y año y medio si se encontraron diferencias mediante este tipo de estadística
en función de la cepa.
Se ha descrito que los antagonistas de Ca tienen mayor afinidad por el canal
de Ca2~ de tipo L (Morel y Godfraind, 1988; Wibo y col., 1988; Lew y col., 1991;
Morel y Godfraind, 1991; Godfraind y col., 1992; Tripathi y col., 1992, 1993). El
mayor efecto de los antagonistas de Ca2t sobre los canales L que se encuentran con
mucha frecuencia en los animales hipertensos y también en pacientes hipertensos
puede deberse a alteraciones en los canales de Ca2~. Rusch y Hermsmeyer (1988)
encontraron alteraciones de las corrientes de Ca2t en células musculares lisas
vasculares de la cepa 51W y describieron que en estas células se encontraba
incrementada la probabilidad de apertura de los canales de calcio de tipo L.
Posteriormente, este mismo grupo de investigación (Hermsmeyer y Rusch, 1989;
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Hermsmeyer 1991) ha comprobado que en las células hipertensas hay un incremento
de la relación canales L/canales T.
De estos resultados, se puede concluir que cuando la entrada de Cá2t se
produce solamente a través de los CVD, el efecto vasodilatador de la nifedipina en
segmentos con endotelio es mayor en la cepa SHR, mientras en segmentos sin
endotelio, la respuesta vasodilatadora de la nifedipina es mayor en la cepa WKY,
es decir, el efecto antagonista de la nifedipina es inverso en las dos cepas en función
del endotelio. Por tanto, las variaciones en las respuestas vasodilatadoras de la
nifedipina no dependen exclusivamente del tipo de cepa al que pertenezcan los
segmentos arteriales, sino también van a estar modificadas por la presencia o no de
endotelio. La influencia que el endotelio tiene en las respuestas a los moduladores
de la entrada de Ca2t se discutirá más adelante.
Las respuestas vasoconstrictoras inducidas por NA fueron similares en las
arterias de las diferentes edades de las cepas Sl-IR y WKY. Existe diversidad de
resultados en cuanto al papel de la hipertensión en la respuesta a los agonistas
vasoconstrictores. Así, se ha descrito aumento (Bolzon y Cheung, 1989; Boonen y
De Mey, 1990), disminución (Kazda y col., 1985; Hyland y col., 1987; Docherty,
1988; Takayanagi y col., 1989; Nielsen y col., 1992) o ningún cambio (Asano y
col., 1982; Lipe y Moulds, 1985; Aoki y Asano, 1986; Dong y Wadsworth, 1986;
Grammas y col., 1991) en dichas respuestas, dependiendo del lecho vascular y
modelo de hipertensión utilizado.
La respuesta vasodilatadora de nifedipina en segmentos precontraidos con NA
fue de similar magnitud a la observada cuando la contración fue inducida por KV
Resultados similares han obtenido otros investigadores (Dong y Wadsworth, 1986;
Kazda y col., 1985), sugiriendo la posibilidad de que la despolarización con K~ y
la activación de receptores a adrenérgicos por NA provoque la apertura del mismo
canal de Ca2t en la aorta de rata. Actualmente muchos autores dudan de la
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existencia de los CDR. Se ha demostrado que la unión de un agonista con su
receptor provoca apertura de los CVD (Nelson y col., 1988, 1990) y se ha sugerido
que la produción de un segundo mensajero intracelular puede modular la apertura
de estos canales. Existen varias posibilidades para esta modulación: 10) La
fosforilación de las subunidades a1 y $~, del canal de Ca
2t por proteincinasa A o
proteincinasa C incrementan el tiempo de apertura del canal y por tanto mayor
entrada de Ca2t y contracción (Nelson y col., 1990; Berridge, 1992; Rembold, 1992
). 2<’) La activación de las proteínas 6 (probablemente a través de las subunidad ¡3
y y) puede favorecer directamente la apertura de los canales de tipo L (Nelson y
col.,1990; Berridge, 1992; Rembold, 1992). 3<’) El IP
4 generado a partir del IP3
favorece el estado de conformación abierto del canal; de hecho el CVD puede ser
el receptor para el IP4 (Brown y Birnbaumer, 1990). 40) El mismo Ca2t liberado del
retículo sarcoplásmico puede incrementar la entrada de Ca2t por los CVD de manera
que el vaciamiento de los depósitos del retículo sarcoplásmico puede ser la señal que
active la entrada de Ca2~ a la célula (Casteels y col., 1990).
Por otra parte, la acción vasodilatadora de este antagonista de Ca2t en
arterias contraídas con NA fue también en general mayor en la cepa SI-IR que en la
WKY, pero en este caso tanto en los segmentos con como sin endotelio cuando el
análisis estadístico se hizo mediante la t de Student. Sin embargo, al efectuar el
análisis de la varianza de dos factores en función de la cepa, el valor de p no fue
significativo en los segmentos con endotelio, probablemente debido a que al ser un
estudio en el conjunto de la población, las diferencias puntuales observadas a una
determinada edad se contrarrestaron con los valores obtenidos a otras edades.
Estos resultados están de acuerdo con los obtenidos por otros autores que han
descrito que diversos antagonistas de Ca2t muestran más eficacia para inhibir las
contraciones inducidas por NA en arterias de SHR que de WKY (Kazda y col.,
1985; Atkinson y col., 1988; Wanstall y O’Donnell, 1988; Boonen y De Mey,
1990). Por el contrario, otros han descrito un efecto inhibidor de los antagonistas
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de Ca2~ menor en la cepa SHR que en su cepa control (Lipe y Moulds, 1985;
Cauvin y col., 1987; Khalil y col., 1990) o no encontraron diferencias en la
respuesta de la aorta torácica al verapamil entre Sl-lRSp (“stroke-prone
spontaneously hypertensive rats”) y WKY (Kobayashi y col., 1992).
Se ha demostrado que la NA actúa sobre receptores a~ en aorta de rata
normotensa (Timmermans y col., 1987; Oriowo y Ruffolo, 1992), y se ha sugerido
la posibilidad de que las diferencias entre la cepa SHR y WKY sean debidas a una
disminución en los receptores a
1 de reserva de la cepa SHR (Kojima y col., 1989),
aunque no se han observado variaciones en la afinidad de los agonistas a los
adrenoceptores cx1 (Takayanagi y col., 1989). Todo esto podría explicar esta mayor
sensibilidad a los bloqueantes de la entrada de Ca
2~ de arterias contraídas con NA
de la cepa 51-IR, ya que existe una relación inversa entre los receptores a
1 de reserva
y la sensibilidad al bloqueo de la entrada de Cá
2t en músculo liso vascular (Holck,
1988; Kojima y col., 1989).
De estos resultados se puede concluir que la hipertensión puede modificar las
respuestas vasculares a los antagonistas de Ca2t tanto cuando la entrada de Ca2~ del
espacio extracelular se produce por despolarización y apertura de los CVD (en este
caso también es dependiente de la presencia o no de endotelio) o cuando está
mediada por el acoplamiento de una agonista a adrenérgico (NA) a su receptor.
1.2.- Efectos del BAY K 8644
El BAY K 8644 produce efectos vasoconstrictores al aumentar la frecuencia
y probabilidad de apertura de los canales de calcio voltaje dependiente tipo L (Hess
y col., 1984; Kokubun y Reuter, 1984; Ingle y Janis, 1989).
Este fármaco se administró a los segmentos en situación basal o después de
una despolarización parcial con Kt 15 mM. Se observó que en ratas de la cepa
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WKY de 6 meses, 1 año y 1 ,5 años, tanto en los segmentos con endotelio como sin
endotelio, la respuesta del BAY K 8644 era mayor en segmentos arteriales
previamente despolarizados. Estas diferencias no se apreciaron en la cepa SHR salvo
en segmentos sin endotelio de 1 ,5 años.
Cuando la membrana se despolariza parcialmente con una solución de K~ 15
mM se produce la apertura de los CVD a través de los cuales entra Ca2~ al interior
celular (Bolton, 1979; Cauvin y col., 1983; Marín, 1988). El hecho de que en la
cepa SUR las respuestas vasoconstrictoras del BAY K 8644 en situación basal y con
despolarización parcial fueran similares, hace suponer que los CVD en la cepa SHR
probablemente estén tónicamente activados. Estos resultados están de acuerdo con
los descritos por Aoki y Asano (1986) en arterias femorales de la cepa SUR o por
Bruner y Webb (1990) en arteria carótida de la cepa SHRSp. La necesidad de una
previa despolarización para que el BAY K 8644 produzca una entrada adicional de
Ca2~ y ejerza sus efectos vasoconstrictores ha sido descrita en muchos vasos,
incluidos la aorta de rata (Schramm y col., 1983; Hess y col., 1984, Kokubun y
Reuter, 1984; Loutzenhinser y col., 1984; Salaices y col., 1985; Rico y col., 1990).
Sin embargo, en otros vasos, fundamentalmente cerebrales (Salaices y col., 1985;
Golapakrishnan y col., 1985; Asano y col., 1987; Fernández-Alfonso y col., 1988)
este agonista de Ca2~ ejerce acciones vasoconstrictoras en condiciones basales.
Al estudiar la influencia de la cepa, sobre las respuestas al BAY 8644 en
situación basal, a las edades de 5 semanas, 3 meses, 6 meses, 1 año, se observó que
el efecto contráctil producido por el BAY K 8644 era mayor en las SUR que en las
WKY, tanto en segmentos con o sin endotelio. A 1,5 años, sucedió lo mismo en
los segmentos con endotelio, pero cuando carecían del mismo, la respuesta del BAY
K 8644 era mayor en la cepa WKY. Al efectuar el análisis de la varianza
(ANOVA), se confirmó que el tipo de cepa influía en las respuestas contráctiles del
BAY K 8644 tanto en segmentos con endotelio (que dependía además de la
concentración de fármaco utilizada) como sin endotelio. A la edad de 1 ,5 años, el
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análisis de la varianza en función de la cepa no dio significativo a pesar de que si
lo fue mediante la t de Student debido probablemente a la aparición de un efecto
inverso en las dos cepas en función del endotelio.
Cuando los segmentos arteriales se despolarizaron parcialmente con una
solución de K~ 15 mM, se comprobó que la respuesta a los 3 meses, 6 meses, 1 año
y 1,5 años era también mayor en la cepa SHR en los segmentos sin endotelio. El
análisis de la varianza confirmó estos resultados. Este mayor efecto del BAY K 8644
en segmentos de la cepa SHR parcialmente despolarizados, puede ser debido a una
mayor sensibilidad de los segmentos aórticos de la cepa SHR a despolarizacines
parciales con bajas concentraciones de K~ en comparación a la cepa WKY (Guan
y Kwan, 1989). Por otro lado, las diferencias observadas en función del endotelio
pueden ser debidas a que la liberación espontánea de EDRF tiene un efecto más
significativo en despolarizaciones parciales (Spedding y col., 1986).
En otros lechos vasculares se ha descrito también una mayor reactividad del
BAY K 8644 en segmentos arteriales de animales hipertensos que en los
normotensos (Aoki y Asano, 1986; Bolzon y Cheung,1989; Storm y col., 1990). En
la cepa SUR se ha descrito una mayor densidad de receptores dihidropiridínicos en
los CVD (Navaratnam y Khatter, 1990, 1991) en relación a su cepa control.
Igualmente, se ha comprobado que las corrientes de Ca- a través del canal L están
aumentadas en células de vena azigós de la cepa SHR (Hennsmeyer y Rusch., 1989;
Eme y Hersmsmeyer, 1989; I-lermsmeyer, 1991). De esta manera, el BAY K 8644
al tener gran afinidad por este tipo de canal daría lugar a un efecto mayor en esta
cepa. Se ha descrito en eritrocitos de la cepa SUR, la existencia de un péptido, el
cual está también presente en la cepa WKY, pero a concentraciones
significativamente más bajas que en la cepa SHR, el cual podría actuar como
modulador endógeno de los canales de Ca2~ y dar lugar a un aumento de Ca2~
citoplasmático (Huang y col., 1987; Sugiyama y col., 1990). Por el contrario, en
arteriolas de la cepa SHR y WKY no se han observado diferencias en las respuestas
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vasomotoras del BAY K 8644 (Storm y col., 1992). En aortas de conejos
hipertensos se ha descrito un efecto menor del BAY K 8644 en relación a sus
controles (Dong y Wadsworth, 1986). Estas diferencias son probablemente debidas
a una variabilidad en el número y tipo de CVD en función del lecho vascular.
Con estos resultados y los discutidos anteriormente en relación con el efecto
de la nifedipina, se puede concluir que la hipertensión influye en los efectos de los
moduladores de la entrada de Ca2~ sobre los CVD
2.- INFLUENCIA DE LAEDADEN LAS RESPUESTAS VASCULARES
A LOS MODULADORES DE LA ENTRADA DE Ca2~
La edad puede estar asociada a cambios en el sistema cardiovascular
especialmente en la estructura y función de las arterias (Wei y col., 1989; Safar,
1990). Igualmente el riesgo de complicaciones cardiovasculares es de 2 a 5 veces
mayor en hipertensos mayores que en normotensos de igual edad (Smith, 1988) y
dos veces más que en jóvenes con la misma presión arterial (Vokonas y col., 1988).
Todo esto hace suponer que la edad puede implicar cambios en las respuestas
vasomotoras a los moduladores de la entrada de Ca2~.
2.1.- Efectos de la nifedinina
Las respuestas vasconstrictoras de los segmentos arteriales de las cepas WKY
y SI-IR despolarizados con Kt fueron similares a los 3 meses, 6 meses, 1 año y año
y medio, aunque en general fueron mayores que las obtenidas a las 5 semanas. Por
el contrario, Wanstall y O’Donnell (1989) han descrito que la vasoconstricción
inducida por el K~ fue menor en aortas ratas viejas que en jóvenes. Sin embargo,
Cox y Kikta (1992) no observaron diferencias dependientes de la edad en la
respuesta vasoconstrictora originada por el K~ en aorta de ratas hipertensas.
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Las respuestas vasodilatadoras a nifedipina fueron variables dependiendo de
la edad del animal. Así, en segmentos arteriales de la cepa WKY despolarizados con
K~ 50 mM, el efecto vasodilatador mayor de la nifedipina se observó a la edad de
1 año, y en la cepa Sl-IR, a la edad de 1 ,5 años. Por el contrario, Wanstall y
O’Donnell (1989), no obtuvieron con el diltiazem diferencias en segmentos de aorta
de ratas jóvenes y viejas.
Cassie y col. (1990) apuntan la posibilidad de que la edad produce
anormalidades en la sensibilidad al Ca2~, siendo una característica adquirida no
involucrada en la etiología de la hipertensión. Por otro lado, la edad, causa un
aumento de los lugares de fijación de las dihidropiridinas y un aumento de su
constante de afinidad, siendo independiente de la presencia o no de hipertensión
(Dillon y col., 1989), lo que explicaría el mayor efecto encontrado en los animales
viejos. Por el contrario, Yoshida y col. (1992) no observaron diferencias con la edad
en la afinidad de los antagonistas dihidropiridínicos a su receptor en uréter de
conejo.
La NA, como se dijo anteriormente, actúa fundamentalmente en los
receptores a
1 del músculo liso vascular de la aorta de rata que se encuentran
acoplados a dos procesos de trausducción; uno produce la movilización del Ca
2~
intracelular y otro abre los canales de Ca2~ de la membrana plasmática para permitir
la entrada de Ca2~ del espacio extracelular, dando origen a una respuesta tónica que
es inhibida por los antagonistas dihidropiridínicos (Nishimura y col., 1991; Oriowo
y Ruffolo, 1992). Las respuestas vasoconstrictoras inducidas por la NA en arterias
de ratas de 5 semanas fueron en general menores que las obtenidas en el resto de las
edades. Muchos investigadores han estudiado la influencia de la edad en la respuesta
vascular a NA siendo los resultados obtenidos contradictorios. Así, no se han
encontrado diferencias en relación con la edad en vasos de resistencia de rata y
conejo (Owen, 1985; Duckles, 1987; Hynes y Duckles, 1987), en vena porta de gato
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y cobayo (Lyung y Stage, 1975) y en arteria basilar de conejo (Toda y Hayaslii,
1989). Se ha encontrado incremento de dichas respuestas con la edad en la aorta
torácica de conejo (Hayashi y Toda, 1978) y en la arteria de la oreja de cordero
(Wyse y col., 1977). Por el contrario, disminución en la respuesta a NA con la edad
se ha descrito en aorta torácica de conejo (Chinellato y col., 1991), arteria caudal
de rata (Fouda y Atkinson, 1986), aorta de rata (Cox y Kikta, 1992), arteria
mesentérica de perro (Shimizu y Toda, 1986), arterias cerebrales de mono (Toda,
1991) y perro (Toda y col., 1986) y miocitos cardíacos (Sakai y col., 1992).
Cuando se estudió la influencia de la edad en el efecto vasodilatador de la
nifedipina en arterias contraídas con NA, éste fue diferente en función de la cepa y
el endotelio. Así, en la cepa SUR el efecto mayor de la nifedipina se registró a los
6 meses y 1 ,5 años de edad en segmentos arteriales con y sin endotelio, y en la cepa
WKY en los segmentos con endotelio de 6 meses y sin endotelio de 1 año de edad.
El efecto dilatador del diltiazem fue más efectivo en arteria pulmonar y aorta
de ratas viejas sobre contracciones originadas con NA que en ratas jóvenes (Wanstall
y O’Donnell, 1988). Este efecto mayor de los antagonistas de Ca2~ en animales
viejos puede ser debido a una disminución en la reserva de los adrenoceptores a
partir de los 6 meses de edad, aunque no se observa una disminución de la afinidad
de estos receptores por la NA (Hyland y col., 1987).
El análisis de la varianza de dos factores mostró que la edad es un factor
determinante en las respuestas vasodilatadoras a nifedipina en la cepa 51-IR y WKY,
tanto en ausencia como en presencia de endotelio y contraídas con NA o con K~.
De estos resultados se puede concluir que la edad del animal es un factor a tener en
cuenta en las respuestas vasculares de la nifedipina.
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2.2.- Efectos del BAY K 8644
La administración de BAY K 8644 en situación basal, dió lugar a respuestas
contráctiles que fueron dependientes de la edad del animal. De forma general se
observó que en los segmentos de ratas más viejas (1 .5 años) y de ambas cepas, el
efecto vasoconstrictor del BAY K 8644 era menor. En las SHR las respuestas fueron
aumentando con la edad hasta los seis meses de edad para luego disminuir a edades
mayores. En las WKY, con endotelio, el efecto vasoconstrictor del BAY K 8644 fue
mayor a las 5 semanas y en arterias sin endotelio prácticamente no hubo diferencias
significativas en las respuestas obtenidas a las diferentes edades. El análisis de la
varmanza de dos factores (edad y concentración), mostró diferencias significativas en
función de la edad en las dos cepas y en segmentos con y sin endotelio. Las
diferencias en las respuestas vasomotoras respecto de la edad, en la cepa SUR con
y sin endotelio y en la cepa WKY con endotelio, son más importantes a
concentraciones bajas de fármaco.
Cuando los segmentos arteriales de las cepas 51-IR y WKY se despolarizaron
previamente con K~ 15 mM se observaron menores respuestas vasculares del BAY
K 8644 a las 5 semanas y al 1 ,5 año de edad que al resto de las edades.
Los resultados existentes en la literatura sobre las respuestas vasculares al
BAY K 8644 son controvertidos, ya que algunos autores apuntan a que pueden estar
disminuidas en ratas viejas y que necesitan además una despolarización parcial de
la membrana plasmática para que el agonista pueda realizar su efecto (Wanstall y
O’Donnell, 1989), otros que la edad no altera (Sakai y col., 1992) o reduce (Ruch
y col., 1992) los efectos vasconstrictores del BAY K 8644 y en las células
miocárdicas se ha observado una sensibilidad mayor al BAY K 8644 durante el
envejecimiento (Khatter y Navaratman, 1992).
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Todas estas variaciones en función de la edad apuntarían a posibles cambios
en los CVD, así como en las propiedades de unión de este compuesto al canal de
Ca2t. Sin embargo, Golik y col. (1992) al efectuar un estudio de los CVD en el
cerebro de ratón CW
1 no observaron diferencias con la edad en el número de sitios
de fijación de las dihidropiridinas ni en su constante de afinidad.
3.- PAJEL DEL ENDOThLIO EN LAS RESPUESTAS VASCULARES
A LOS MODULADORES DE LA ENTRADA DE Ca
2t
Esta bien establecido que las células endoteliales son capaces de sintetizar
importantes mediadores de las respuestas vasodilatadoras o vasoconstrictoras (Angus
y Cocks, 1 989; Vane y col., 1990). Se han observado disminuciones en las
respuestas vasodilatadoras dependientes de endotelio en distintos modelos de
hipertensión (Winquist y col, 1984; Lúscher y Vanhoutte, 1986a; Tesfamarian y
Halpern, 1988; Pourageaud y Freslon, 1992). La liberación de factores endoteliales
requiere como paso previo el incremento en los niveles de Ca2t libre intracelular en
las células endoteliales (Angus y Cocks, 1989). Los efectos de los moduladores de
los canales de CaZt en la liberación de EDRF de las células endoteliales no está
claro. Así, Rubanyi y col. (1985) han descrito que el BAY K 8644 potencia la
liberación de EDRF y Singer y Peach (1982) que los antagonistas de Ca2t la
inhiben. Sin embargo, otros investigadores (Spedding y col., 1986; Vanhoutte, 1988;
Kikawa y col., 1989) han observado que los moduladores de los canales de Ca2t no
modifican la liberación de EDRE de las células endoteliales. En vista de estos
resultados conflictivos, hemos estudiado si el endotelio vascular influye en las
respuestas de los moduladores de la entrada de Ca2t de la aorta de rata de las cepas
SUR y WKY.
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3.1.- Efectos de la nifedinina
Las respuestas vascoconstrictoras inducidas por K~ fueron en general
similares en arterias con endotelio que sin endotelio en ambas cepas de ratas. Estos
resultados coinciden con los descritos por Spedding y col. (1986) y Mikkelsen y col.
(1988) en aorta de rata.
Los resultados obtenidos con nifedipina muestran que sus respuestas
vasodilatadoras tanto en aorta de la cepa SI-IR como WKY, van a depender de la
presencia o no de endotelio. En la SUR, el efecto relajante de este fármaco fue
mayor en los segmentos arteriales con endotelio y su acción dependió de la
concentración de nifedipina utilizada. En la cepa WKY, el efecto de la nifedipina
era mayor en los segmentos arteriales sin endotelio, no influyendo la concentración
de nifedipina utilizada. Por tanto, la presencia de endotelio modula de forma inversa
las respuestas vasodilatadoras de la nifedipina.
Al efectuar el análisis de la varianza de dos factores se confirmó que el
endotelio de la aorta de las cepa SUR y WKY modula la relajación inducida por
nifedipina cuando la entrada de Ca2~ del medio extracelular se produce a través de
los CVD activados por KV
Para analizar si la respuesta a nifedipina era modulada por la liberación
endotelial de NO se administró un inhibidor de su síntesis el L-NAME. Este
fármaco es un derivado de la L-arginina que inhibe las relajaciones dependientes de
NO inducidas por la acetilcolina en segmentos aórticos de ratas (Rees y col., 1990;
Schultz y col., 1990). La administración intravenosa de L-NAME a ratas
normotensas causan un aumento sostenido de la presión sanguínea y vasoconstricción
regional (Gardiner y col., 1990).
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Los experimentos realizados eíi el presente trabajo con el inhibidor de la
síntesis de NO muestran que no modificó o incluso incrementó la respuesta
vasodilatadora de la nifedipina lo que indica que el cfecto endotelial observado no
está mediado por dicho factor endotelial. Este dato se confirmó también por el hecho
de que la administración de L-arginina 1O~ M, precursor de la síntesis de NO
(Palmer y col., 1988) sólo o con L- NAME iO~ M no modificó las respuestas de
la nifedipina.
Nuestros resultados están en consonancia con el hecho de que no se ha
observado diferencias en la capacidad de los vasos de las cepas SHR y WKY para
liberar EDRE (Liischer y col., 1987; Hoeffner y Vanhoutte, 1989). Igualmente la
síntesis de NO parece ser similar en las cepas SHR y WKY (Fozard y Part, 1991;
Yamazaki y col., 1991). Otros autores apuntan la posibilidad de que en la
hipertensión prevalecería una liberación de factores contráctiles (EI)CEs) con una
liberación normal de EDRE o incluso una reducción observada en la cepa SUR
(Schleiffer y col., 1991; Pourageaud y Freslon, 1992).
La administración de NA indujo respuestas contráctiles prácticamente iguales
en arterias de ambas cepas con o sin endotelio. Al igual que esta descrito en
diversos lechos vasculares (Mikkelsen y col., 1988; Lai y col., 1989). Sin embargo,
en otros vasos se ha descrito un incremento en las respuestas contráctiles a NA en
arterias sin endotelio (Malta y col., 1986; Auguet y col., 1989; Osugi y col., 1990;
Auch-Schwelk y Vanhoutte 1991; Gil-Longo, 1992) debido probablemente a la
liberación basal de EDRE.
Cuando las arterias se habían contraído con NA, la presencia o no de
endotelio modificó también las respuestas vasodilatadoras de la nifedipina tanto en
la cepa SHR como en la WKY, pero en la primera esta modificación dependió de
la concentración de nifedipina utilizada. En efecto, en la cepa SUR, la presencia de
endotelio potenció el efecto vasodilatador de la nifedipina a los 3 y 6 meses. Un
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efecto similar se encontró en la cepa WKY en segmentos de 5 semanas y 6 meses,
mientras al año y año y medio se observó una disminución del efecto vasodilatador
de la nifedipina. El estudio estadístico mediante la t de Student y el análisis de la
varianza de dos factores dio como resultado que la presencia de endotelio influye en
el efecto de la nifedipina a edades tempranas (5 semanas, 3 meses y 6 meses),
mientras en las ratas más viejas (1 y 1,5 años) el endotelio no modificó las
respuestas de la nifedipina salvo a concentraciones altas de fármaco, en donde el
efecto de la nifedipina era mayor en los segmentos sin endotelio, sobre todo en la
cepa WKY. Estos resultados pueden ser debidos a que a medida que aumenta la
edad del animal pueden desarrollarse alteraciones a nivel endotelial.
Las relajaciones provocadas por nifedipina en arterias con endotelio de 6
meses contraídas con NA no se modifican con L-NAME lo que indica que el mayor
efecto vasodilatador de la nifedipina en arterias con endotelio no se debe a la
liberación de NO. Sin embargo, este fármaco incrementó las respuestas a NA
probablemente debido al bloqueo de la liberación basal de NO.
Los resultados obtenidos por diferentes autores sobre la influencia del
endotelio en las respuestas a los antagonistas de Ca2~ son muy variados y dependen
del tipo de vaso, del agente vasoconstrictor y del antagonista utilizado. Así Rubanyi
y col. (1988b) no encontraron diferencias de las respuestas vasodilatadoras en
función del endotelio de distintos antagonistas de Cat en arteria femoral de perro
contraída con prostaglandina F
2«. Sin embargo, Miller y Stoclet (1985) encontraron
que el efecto vasodilatador de la flunaricina en aorta de rata era mayor en presencia
que en ausencia de endotelio, siendo la respuesta igual cuando el agente contráctil
era NA. Vanhoutte (1986), observó en arteria coronaria de perro contraída con
agonistas a adrenérgicos que la nisoldipina presentaba mayor efecto en presencia
que en ausencia de endotelio.
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3.2.- Efecto del RAY K 8644
En situación basal, el efecto contráctil del BAY K 8644 no dependió de la
existencia o no de endotelio en la cepa WKY. Sin embargo, en la cepa SI-IR y en
segmentos de 3 meses y 1 ,5 años la presencia de endotelio aumentó la respuesta
vasoconstictora del HAY K 8644, siendo este aumento dependiente de la
concentración de fármaco. Este dato se confirmó mediante el análisis de la varianza,
que mostró que sólo en la cepa SUR, el endotelio es capaz de modular la respuesta
contráctil del HAY K 8644. Esta respuesta moduladora del endotelio puede sugerir
que el BAY K 8644 puede ocasionar en la cepa SI-IR la liberación de un factor o
factores endoteliales contráctiles. En aorta de SUR, se ha descrito la existencia de
un factor contráctil endotelial, identificado como un metabolito del ácido
araquidónico capaz de originar vasoconstricción (Lúscher y Vanhoutte 1986;
Lawson y Cavero, 1989). Estos mismos resultados han sido encontrados también por
Lúscher y col. (1988) en arterias renales de la cepa SUR. Es posible que el HAY
K 8644 promueva dicha liberación al facilitar la entrada de Ca2~ a las células
endoteliales. Por el contrario, otros investigadores han descrito que la presencia de
endotelio disminuye las respuestas vasoconstrictores del HAY K 8644 en aorta de
rata (Spedding y col., 1986; Mikkelsen y col., 1988).
A diferencia de los resultados obtenidos en situación basal, cuando los
segmentos arteriales se despolarizaron parcialmente con una solución de K~ 15 mM
no se observaron diferencias en las SHR en función del endotelio. Sin embargo, en
las WKY de 3 meses, 1 año y 1,5 años de edad, la respuesta a este agonista de Ca2~
fue mayor en presencia de endotelio. Este hecho se ratificó mediante el análisis de
la varianza de dos factores. Estos resultados están en consonancia con los descritos
por Lawson y Cavero (1989), originando el HAY K 8644 en ratas normotensas
efectos contráctiles en aorta de rata debido a la liberación de un factor o factores
contráctiles derivados de endotelio. Por el contrario, Williams y col., 1987; han
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descrito que el BAY K 8644 origina efectos vasoconstrictores mayores en segmentos
desendotelizados y ha sugerido que el BAY K 8644 puede producir la liberación de
factores vasodilatadores y su efecto neto dependerá del balance entre el efecto
vasodilatador producido por esos factores y el vasoconstrictor propio debido a su
acción en células musculares lisas.
Por último, cuando se analizaron todos los resultados anteriores en el
conjunto de la población mediante el análisis estadístico de la varianza de tres
factores (ANOVA), se obtuvo que: 1) La hipertensi6n y la edad del animal, son
dos factores que considerados independientemente o conjuntamente, modifican las
respuestas vasodilatadoras de la nifedipina en segmentos aórticos precontraidos con
KV 2) El efecto vasodilatador de la nifedipina en segmentos precontraidos con NA
101 M, va a depender de la presencia de endotelio y de la edad del animal. 3) La
hipertensión influye en las respuestas vasoconstrictoras del BAY K 8644 en situación
basal. 4) La edad del animal modifica los efectos vasoconstrictores del HAY K 8644
en segmentos arteriales despolarizados parcialmente con Kt 15 mM.
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CONCL USIONES
Las conclusiones del presente estudio son las siguientes:
La hipertensión modifica positivamente las respuestas vasodilatadoras a
nifedipina, tanto cuando la entrada de Ca2~ del espacio extracelular se produce por
despolarización con K~ (en este caso influida por el endotelio), como cuando está
mediada por el acoplamiento de la NA a su receptor.
2.- La edad es un factor a tener en cuenta en las respuestas relajadoras de
nifedipina. El efecto mayor de este antagonista de Ca2~ en la cepa SHR se encontró
a los 6 meses y 1,5 años de edad en segmentos con y sin endotelio, mientras que en
la cepa WKY se observó a los 6 meses en segmentos con endotelio y al año en
segmentos sin endotelio.
3.- La presencia de endotelio modula positivamente las respuestas
vasodilatadoras en la cepa SUR mientras que en la cepa WKY las modula
negativamente en sementos precontraidos con K~ 50 mM. Esta modulación es
independiente d~ la liberación endotelial de NO.
4.- Las respuestas vasoconstrictoras inducidas por HAY 1< 8644 fueron
mayores en los segmentos aórticos de la cepa SUR que en los procedentes de la cepa
WKY sobre todo en situación basal. Este incremento de respuesta a este agonista de
Ca2~ en las arterias hipertensas puede ser debido a una preactivación de los CVD
o alteración del potencial de membrana.
5.- En la cepa SHR y WKY cuando el músculo liso vascular ha sido
despolarizado parcialmente con 15 mM de K~, el BAY K 8644 origina respuestas
contráctiles menores en ratas jóvenes (5 semanas) y ratas viejas (1,5 años) que en
el resto de las edades. En situación basal, sólo se observó esta disminución en
segmentos sin endotelio de la cepa SUR de 1 ,5 años.
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6.- La presencia de endotelio influye positivamente en las respuestas
inducidas por HAY K 8644 en arterias de la cepa SHR en situación basal y en
arterias de la cepa WKY despolarizadas parcialmente con K~ l5mM. Esto puede
ser debido a la liberación de un factor o factores contráctiles por el endotelio
vascular.
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